Desarrollo de películas activas de gelatina con incorporación de lignina y su aplicación alimentaria by Núñez Flores, Ruth
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE VETERINARIA 
Departamento de Nutrición, Bromatología 










DESARROLLO DE PELÍCULAS ACTIVAS DE GELATINA 





 MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 
 
Ruth Núñez Flores 
 
Bajo la dirección de las doctoras 
 
Elvira López Caballero 












UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 





DESARROLLO DE PELÍCULAS ACTIVAS DE 
GELATINA CON INCORPORACIÓN DE  














DESARROLLO DE PELÍCULAS ACTIVAS DE 
GELATINA CON INCORPORACIÓN DE  




Memoria que presenta Ruth Núñez Flores para optar al grado de Doctor 
por la Universidad Complutense de Madrid 
 
 
Bajo la dirección de la Dra. M. Elvira López Caballero y la Dra.  M. Carmen Gómez 
Guillén,  actuando como tutora la Dra. Manuela Fernández Álvarez 
 





La DOCTORA MARÍA ELVIRA LÓPEZ CABALLERO, Científico Titular del Instituto de Ciencia y Tecnolog-
ía de los Alimentos y Nutrición, ICTAN (CSIC), y la DOCTORA MARÍA DEL CARMEN GÓMEZ GUILLÉN, 









Que la presente Memoria titulada “Desarrollo de películas activas de gelatina con incorporación de 
lignina y su aplicación alimentaria”, presentada por RUTH NÚÑEZ FLORES para optar al grado de 
Doctor, ha sido realizada en el Instituto de Ciencia y Tecnología de los Alimentos y Nutrición, ICTAN 
(CSIC) bajo su dirección, y que, hallándose concluida, autorizan su presentación para que pueda ser 
juzgada por el tribunal correspondiente. 
 
Y para que así conste a los efectos oportunos, firman la presente certificación en Madrid, a 25 de 












Dra. Mª Elvira López Caballero                   Dra. Mª Carmen Gómez Guillén 






ESTA TESIS DOCTORAL  HA SIDO REALIZADA GRACIAS A LA FINANCIACIÓN DE DIFERENTES AYUDAS Y 
PROYECTOS: 
 
- Ayuda para la formación de investigadores  del Ministerio de Educación y Ciencia, programa 
“Formación de Personal Investigador” (Programa FPI),  durante el periodo de mayo de 2007-
febrero 2011 (BES-2006-13380) y asociada a los proyectos CTQ-2004-02031 (mayo de 2007-
diciembre de 2008) y AGL2008-00231/ALI (enero de 2009-febrero de 2011). 
- Ayudas para estancias breves en el extranjero para beneficiarios de ayudas FPI para personal 
investigador en formación: 









Este capítulo sin duda es para mí el más especial pues en él quiero dejar constancia de mi gra-
titud hacia muchas personas, por su ayuda profesional y/o personal, muy necesaria para que la pre-
sente Tesis haya salido adelante. 
En un primer momento, quiero  agradecer a mis directoras de tesis, la Dra. Mª Elvira López 
Caballero y la Dra. Mª Carmen Gómez Guillén que sean las personas que son, tanto desde el punto 
de vista personal como profesional. Su calidad humana y constante dedicación al trabajo son ejem-
plos a seguir y han marcado mi carácter y mi formación. Les estoy enormemente agradecida por 
haberme dado la oportunidad, sin ninguna duda, con entusiasmo y desde el primer momento, de 
formar parte de su equipo y poder aprender de ellas.  Su apoyo, claridad, capacidad docente,  em-
patía, buen humor y demostración de esfuerzo han sido determinantes para que el estudio aquí 
presentado salga adelante y yo haya tenido la fuerza y alegría necesarias para poder finalizarlo. Du-
rante los dos últimos años ha sido duro compatibilizar trabajo y estudio, pero ellas han hecho que 
todo sea más llevadero pues han mostrado una gran comprensión y flexibilidad.  Gracias de todo 
corazón. 
 A la Dra. Mª Pilar Montero García y la Dra. Susana Cofrades Barbero, sus consejos profesiona-
les y apoyo han resultado muy útiles y valiosos, las largas conversaciones que hemos mantenido han 
hecho mi estancia y aprendizaje en el ICTAN más completo y ameno. 
 A Dª Carmen de la Mata, por ser como es, por enseñarme tanto en el laboratorio, con ese ca-
riño y esa sonrisa, por abrazarme tanto cuando lo he necesitado, por escucharme y aconsejarme, 
todo ha sido más fácil gracias a ti. Gracias por estar ahí y por advertirme de cosas que nadie nunca 
me dijo, gracias por todo. 
Al Dr. Antonio Javier Borderías Juárez y el Dr. José Carballo Santaolalla, por sus constantes 
sonrisas y ánimos. 
Al Dr. Frédéric Debeaufort, por recibirme de tan grata manera en su equipo en la Universidad 
de la Borgoña y enseñarme técnicas muy valiosas. Su comprensión, capacidad docente y amabilidad 
fueron determinantes para que mi estancia breve fuera satisfactoria.  
Estoy muy contenta por haber tenido los compañeros que he tenido en mi laboratorio o labo-
ratorios vecinos, ¿qué habría hecho yo sin su ayuda, lecciones y ánimos? Tengo la fortuna de haber 
conocido a personas excepcionales con las que he mantenido y aun mantengo una bonita amistad. 
Efrenito, Oscalamar,  Ana, Inés,  Fer ex-coleta, Joaquín y su risa, B-E-A, sois geniales, gracias por ayu-
darme, por entender a Calaman y a mí, por hacer todo más fácil y bonito y por llenar de alegría el  
laboratorio. Gracias también a Tati, Bego, Miguel Ángel y Gonzalo (USTA), Evita holita, Carlos Popo, 
María H., María B., Mauri, Ailén, Helena, por participar en tan gratos momentos y ayudarme cuando 
lo he necesitado. Nuria merece una mención especial por haberme ayudado, escuchado, apoyado y 
  
 
animado en tantas ocasiones, Nur gracias por muchas cosas, eres una gran profesional y una gran 
amiga. 
Mis amigos fuera del ICTAN han contribuido mucho, tal vez sin que ellos sean conscientes de 
la magnitud. Betichú, eres un ejemplo de superación, fortaleza y constancia a seguir, pero como 
amiga vales más aun. Gracias por estar ahí y por entenderme y aconsejarme tanto. Natalia y Raulete, 
qué grandes, fuertes, divertidos y comprensivos sois. Los grandes momentos que  hemos vivido han 
sido muy importantes para mí, que me escuchéis y me aconsejéis me es muy valioso, los momentos 
pasados en bares y conciertos y nuestras charlas sobre los polímeros y el Euribor no tienen precio…. 
Mis queridas Pin y Pon, mis amigas desde la infancia, ya sabéis que estamos unidas por “el portal” 
aunque nos veamos poco, sois geniales y muy fuertes, os tengo como referencias para muchos as-
pectos de la vida, y vuestra comprensión, consejos y los grandes ratos que hemos pasado juntas (y 
los que nos esperan) son muy valiosos. Paco (Paquete), Silvia (Sil) y Ester (Flequillito), ahora nos 
vemos menos pero sé que habéis estado ahí, y sé que algunos seguís estando, nuestras experiencias 
profesionales han sido muy importantes y me han marcado, he aprendido mucho con vosotros y os 
doy las gracias. Gracias por los buenos momentos que hemos pasado, en el laboratorio o en concier-
tos, bares, etc, con o sin David (Pequeño), quien siempre me hace reir y me escucha y aconseja. 
Gracias por escuchar y vivir conmigo la música Heavy, me anima y me da muchas fuerzas. Almu, 
Elena, Laura y “el Chismes”, qué bien que os tengo como amigas, gracias por escucharme y tranquili-
zarme, por comprenderme y por apoyarme. Borjita y Jero, no os olvido, el cariño y los ánimos recibi-
dos por vuestra parte son geniales, cómo me gusta haber crecido con vosotros desde la facultad e ir 
formando nuestras vidas, profesionales y personales, sin olvidarnos de los buenos ratos que hemos 
pasado, eso me ha hecho mucho bien. También han sido muy gratificantes los momentos que he 
vivido con “las Antonias” y con mis amigos de CYTA (Ros, Angeloide, R.P. y Guisluz), esos momentos 
me han servido para tener alegría y poder seguir. 
Mi familia es maravillosa y siempre me han apoyado, pero quiero hacer mención especial a 
“la Tata” y a mi familia de Torrijos, Leganés y Villaverde. Me encanta mi familia y el apoyo que me 
demuestran. 
Durante mi estancia en Dijon, fue vital la ayuda y amistad de Emma, Silvia, Iván, mi Pepi, Alicia 
y Nuria. Todo fue más fácil gracias a vosotros. 
Los últimos años empleados para terminar la presente tesis han sido más difíciles, pues he 
dispuesto de poco tiempo para dedicarme a ella ya que, afortunadamente, encontré trabajo en el 
campo de la investigación en Madrid en una gran compañía: Inspiralia. Gracias a ciertos compañeros 
me ha resultado más llevadero todo, pues me han animado y comprendido. El Dr. Guillaume Saint-
Pierre ha facilitado todo y el cariño y consejos de ciertos compañeros del Parque Científico de Ma-
drid como Javi, Feli, Isa, Nacho, Bea, Álvaro y Óscar también lo han hecho. 
Jorge, me encanta cómo ves la vida, cómo la disfrutas, cómo te tomas los problemas o dificul-
tades, hay que aprender mucho de ti… qué especial eres, gracias por aguantar mis malos días y por 
  
tu constante deseo de hacerme feliz, y gracias a Dru, nunca pensé que un animal me iba a dar tanto. 
Gracias también a la gente que he conocido por ti, en especial a Ana. 
Y por último, gracias a las personas más especiales de mi vida: mis padres. No tengo palabras 
para describir lo que siento hacia ellos, lo afortunada que me siento por tenerles, y tenerles bien. Por 
tener a los mejores padres, con todo su cariño y apoyo. Sin duda, esta tesis va dedicada a vosotros, 
de hecho esta tesis es de los tres porque sin vosotros esto no hubiera sido posible. Gracias por ofre-










Listado de abreviaturas…………………………………………………………………………………………………………..I 
1 RESUMEN / ABSTRACT........................................................................................................... 1 
1.1 RESUMEN ................................................................................................................................................ 3 
1.2 ABSTRACT ................................................................................................................................................ 8 
2 INTRODUCCIÓN ................................................................................................................... 13 
2.1 LOS ENVASES ......................................................................................................................................... 15 
2.1.1 Introducción ..................................................................................................................................... 15 
2.1.2 Problemática con los materiales utilizados actualmente: uso de plásticos ..................................... 15 
2.1.3 Tecnologías de conservación ........................................................................................................... 16 
2.1.3.1 Envasado en atmósferas modificadas ........................................................................................... 16 
2.1.3.2 Alta presión en el envasado de alimentos .................................................................................... 16 
2.1.3.3 Envasado activo ............................................................................................................................ 17 
2.1.4 Uso de biopolímeros y su aplicación en películas comestibles ........................................................ 18 
2.1.4.1 Proteínas ....................................................................................................................................... 18 
2.1.4.2 Polisacáridos, lípidos y poliésteres ................................................................................................ 19 
2.1.4.3 Combinación de polímeros ........................................................................................................... 19 
2.1.4.4 Películas activas: incorporación de agentes antimicrobianos y antioxidantes ............................. 20 
2.2 GELATINA ............................................................................................................................................. 21 
2.2.1 Introducción ..................................................................................................................................... 21 
2.2.2 Películas de gelatina ......................................................................................................................... 23 
2.2.3 Tipos de gelatina .............................................................................................................................. 24 
2.2.3.1 Gelatinas de mamífero .................................................................................................................. 24 
2.2.3.2 Gelatinas de pescado .................................................................................................................... 25 
2.2.4 Incorporación de compuestos a las películas de gelatina ................................................................ 26 
2.2.4.1 Componentes que mejoran las propiedades físicas ...................................................................... 26 
2.2.4.2 Componentes antioxidantes y antimicrobianos ........................................................................... 27 
2.3 LIGNINA ................................................................................................................................................ 27 
2.3.1 Introducción ..................................................................................................................................... 28 
2.3.2 Obtención de lignina y sus derivados ............................................................................................... 30 
2.3.2.1 A partir de la madera .................................................................................................................... 30 
2.3.2.1.1 Métodos químicos ..................................................................................................................... 30 
2.3.2.1.1.1 Método Kraft .......................................................................................................................... 30 
2.3.2.1.1.2 Método de bisulfito ................................................................................................................ 30 
2.3.2.1.2 Método organosolv .................................................................................................................... 30 
 ii
 
2.3.2.2 A partir de restos de alimentos ..................................................................................................... 31 
2.3.3 Propiedades de películas con lignina ................................................................................................ 31 
2.3.3.1 Propiedades físicas ........................................................................................................................ 31 
2.3.3.2 Propiedades químicas ................................................................................................................... 32 
2.3.3.3 Propiedades biológicas y citotoxicidad ......................................................................................... 32 
2.3.4 La lignina y otros componentes ........................................................................................................ 33 
2.4 LEGISLACIÓN .......................................................................................................................................... 35 
3 HIPÓTESIS .......................................................................................................................................... 37 
4 OBJETIVOS ......................................................................................................................................... 41 
5 TRABAJO EXPERIMENTAL. ARTÍCULOS EN PRENSA CIENTÍFICA ........................................................... 45 
5.1     ARTÍCULO 1. ROLE OF LIGNOSULPHONATE IN PROPERTIES  OF FISH GELATIN FILMS .................................. 47 
5.2  ARTÍCULO 2. FUNCTIONAL STABILITY OF GELATIN-LIGNOSULPHONATE FILMS AND THEIR FEASIBILITY TO 
PRESERVE SARDINE FILLETS DURING CHILLED STORAGE IN COMBINATION WITH HIGH PRESSURE TREATMENT .......... 61 
5.3 ARTÍCULO 3.  PHYSICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF ACTIVE FISH GELATIN FILMS INCORPORATED 
WITH LIGNIN .....................................................................................................................................73 
5.4 ARTÍCULO 4. LESSENING OF HIGH-PRESSURE-INDUCED CHANGES IN ATLANTIC SALMON MUSCLE BY THE 
COMBINED USE OF  A  FISH GELATIN–LIGNIN FILM ..................................................................................... 85 
6 DISCUSIÓN INTEGRADORA ................................................................................................................. 99 
6.1 DESARROLLO Y APLICACIÓN DE PELÍCULAS DE GELATINA Y LIGNOSULFONATO ............................................ 101 
6.1.1 Estudio de composición y  ratio óptimo de gelatina-lignosulfonato .............................................. 102 
6.1.1.1 Formulación de películas de gelatina de baja capacidad gelificante y lignosulfonato ................ 102 
6.1.1.1.1 Interacción gelatina-lignosulfonato en la solución filmogénica ............................................... 102 
6.1.1.1.2 Interacción gelatina-lignosulfonato en la película .................................................................... 104 
6.1.1.1.2.1 Estudio por espectroscopía Infrarroja con transformada de Fourier (ATR-FTIR) .................. 104 
6.1.1.1.2.2 Estudio por calorimetría diferencial de barrido (DSC) .......................................................... 106 
6.1.1.1.2.3 Propiedades físicas de las películas ....................................................................................... 107 
6.1.1.2 Evaluación del efecto del tipo de gelatina y de lignosulfonato en las propiedades físicas de la 
película……………….. ..................................................................................................................................... 108 
6.1.1.3 Estudio de propiedades antioxidantes, antimicrobianas y de citotoxicidad del lignosulfonato .. 110 
6.1.2 Estabilidad físico-química y funcional de películas de gelatina y lignosulfonato ............................ 111 
6.1.2.1 Estabilidad físico-química de las películas de gelatina y lignosulfonato ...................................... 111 
6.1.2.2 Propiedades antioxidantes y estabilidad funcional de películas de gelatina y lignosulfonato .... 113 
6.1.3 Aplicación de películas de gelatina y lignosulfonato para la conservación de sardinas      
refrigeradas ................................................................................................................................................. 113 
6.1.3.1 Evolución de parámetros físico-químicos .................................................................................... 114 
6.1.3.2 Evolución del crecimiento microbiano ........................................................................................ 115 






6.2.1 Formulación idónea de películas complejas de gelatina y lignina .................................................. 116 
6.2.1.1 Interacción gelatina-lignina en la solución filmogénica (SF) ....................................................... 116 
6.2.1.2 Interacción gelatina-lignina en la película ................................................................................... 117 
6.2.1.2.1 Estudio por espectroscopía FTIR .............................................................................................. 117 
6.2.1.2.2 Estudio por calorimetría diferencial de barrido (DSC) ............................................................. 118 
6.2.1.2.3 Propiedades físicas de las películas.......................................................................................... 119 
6.2.1.2.4 Propiedades ópticas ................................................................................................................. 119 
6.2.2 Propiedades antioxidantes de películas de gelatina-lignina. ......................................................... 120 
6.2.3 Estudio de propiedades antioxidantes, antimicrobianas y citotoxicidad de la lignina ................... 121 
6.2.4 Aplicación de películas de gelatina y lignina para la conservación de salmón     refrigerado ........ 122 
6.2.4.1 Análisis de parámetros físico-químicos ....................................................................................... 123 
6.2.4.1.1 Análisis del color ...................................................................................................................... 123 
6.2.4.1.2 Funcionalidad proteica ............................................................................................................ 123 
6.2.4.1.2.1 Solubilidad ............................................................................................................................ 123 
6.2.4.1.2.2 Viscosidad aparente.............................................................................................................. 124 
6.2.4.1.2.3 Estudio electroforético ......................................................................................................... 124 
6.2.4.1.2.4 Espectroscopía FTIR .............................................................................................................. 124 
6.2.4.1.2.5 Estudio reológico .................................................................................................................. 125 
6.2.4.1.2.6 Oxidación proteica ................................................................................................................ 125 
6.2.4.2 Evaluación de parámetros químicos y microbiológicos durante la conservación ....................... 126 
6.2.4.2.1 Oxidación lipídica ..................................................................................................................... 126 
6.2.4.2.2 pH y NBVT ................................................................................................................................ 127 
6.2.4.2.3 Evaluación de crecimiento bacteriano ..................................................................................... 127 
7 CONCLUSIONES / CONCLUSIONS ...................................................................................................... 129 
7.1 CONCLUSIONES ................................................................................................................................... 131 
7.2 CONCLUSIONS ..................................................................................................................................... 132 





LISTADO DE ABREVIATURAS 
a.f. ángulo de fase 
ABTS: ácido 2,2 azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfónico) 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
AP5: salmón tratado por alta presión (300 MPa,     
5 °C, 10 min) 
AP40: salmón tratado por alta presión (300 MPa, 
40 °C, 10 min) 
ATP-asa: enzimas capaces de hidrolizar el adenin 
trifosfato en adenin difosfato 
ATR-FTIR: reflectancia total atenuada- espectro-
fotometría de infrarrojo por transformada de 
Fourier 
B: gelatina bovina /bovine gelatin 
C: salmón cocinado a 90 °C 
Ca: calcio 
CE: Comunidad Europea 
CECT: colección española de cultivos tipo 
CEE: Comunidad Económica Europea 
DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo 
DSC: calorimetría diferencial de barrido 
EAR: elongación en la ruptura 
EET: encefalopatía espongiforme de transmisión 
F: gelatina de peces de aguas frías / cold-water 
fish gelatin 
FRAP: capacidad de reducción del hierro 
FT: fuerza de tensión 
G: gelatina de peces de aguas cálidas /warm-
water fish gelatin 
G’: módulo elástico 
G’’: módulo viscoso 
Gly: glicina 
GRAS: generalmente reconocido como seguro 
IC50: concentración requerida para una inhibición 
del 50 % de un proceso dado 
LS: lignosulfonato /lignosulfonate 
 
 
LSA: lignosulfonato cálcico-magnésico de alto 
contenido en azúcar 
LSb: lignosulfonato cálcico-magnésico de bajo 
contenido en azúcar 
LSc: lignosulfonato sódico de bajo contenido en 
azúcar 
L1000: lignina 1000 
L2400: lignina 2400 




NBVT: nitrógeno básico volátil total 
-OCH3: grupo metoxi 
Ph-OH: grupo fenólico 
PVA: permeabilidad al vapor de agua 
PAP5: salmón recubierto con película de G-
L1000 y tratado por alta presión (300 MPa, 5 °C, 
10 min) 
PAP40: salmón recubierto con película de G-
L1000 y tratado por alta presión (300 MPa, 40 
°C, 10 min) 
S: salmón sin tratar 
SAP: filetes de sardina tratados con alta (300 
MPa, 5 °C, 10 min) 
SF: solución filmogénica 
SP: filetes de sardina cubiertos con película 
SPAP: filetes de sardina  cubiertos con película y 
tratados con alta (300 MPa, 5 °C, 10 min) 
SV: filetes de sardina envasados a vacío 
TBA: ácido tiobarbitúrico 
Tf: temperatura de fusión 
Tg: temperatura de transición vítrea 
Tgel: temperatura de gelificación 
TSE: transmission spongiform encephalopathy





















Los envases juegan un papel importante en la conservación de los alimentos. En la sociedad 
actual existen envases formados por compuestos sintéticos que generan gran cantidad de residuos 
que ocasionan desventajas económicas y medioambientales (Kirwan & Strawbridge, 2003). Como 
alternativa se presenta la utilización de compuestos biodegradables (Martín-Belloso, Rojas-Gräu & 
Soliva-Fortuny, 2009) principalmente biopolímeros, utilizados normalmente como matriz y soporte, y 
compuestos naturales con propiedades antioxidantes, antimicrobianas, etc. 
La gelatina es un material biopolimérico y biodegradable que se presenta como opción para 
el envasado de alimentos. La gelatina puede proceder de distintas fuentes. En la literatura se reco-
gen numerosos trabajos en los que se utilizan gelatina bovina debido a sus excelentes propiedades; 
sin embargo puede ser rechazada en algunas ocasiones por razones socioculturales, religiosas o 
sanitarias (encefalopatía espongiforme de transimisión, EET), por lo que el estudio de gelatinas de 
diferentes orígenes, alternativas a la gelatina bovina resulta de gran interés (Gómez-Guillén, Gimé-
nez, López-Caballero & Montero, 2011), como es el caso de la gelatina de piel de pescado. 
 La lignina y el lignosulfonato son residuos industriales susceptibles de utilización para la 
formulación de materiales filmogénicos por su naturaleza polimérica, así como por su biodegradabi-
lidad, baja citotoxicidad, alta capacidad antioxidante, etc. (Satyanarayana, Arizaga & Wypych, 2009; 
Ugartondo, Mitjans & Vinardell, 2009). La lignina es un subproducto en la industria del papel pero al 
mismo tiempo está presente en todos los vegetales y forma parte de la fibra dietética (Elleuch, Bedi-
gian, Roiseux, Besbes, Blecker & Attia, 2011). 
 En la presente Memoria se han seleccionado como compuestos principales de estudio la ge-
latina (de distinta procedencia) y la lignina y lignosulfonatos (forma soluble de la lignina obtenida 
mediante sulfonación (Lehman, 1970)). Estos compuestos presentan la ventaja de ser biodegrada-
bles y además son subproductos de la Industria, por lo que su utilización representa una disminución 
de residuos, un aprovechamiento de los mismos y una mejora medioambiental.  
 El pescado es un producto altamente perecedero, muy suceptible a sufrir alteración por mi-
croorganismos y procesos de enranciamiento, principalmente en especies grasas (Andersen, Bertel-
sen, Christophersen, Ohlen & Skibsted, 1990). Es por ello que un envasado activo solo o en combina-
ción con tecnologías de conservación resulta de interés para retardar su deterioro y aumentar su 
vida útil.  
Resumen 
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1.1.2 Objetivos 
 El objetivo de la presente Memoria es el desarrollo y estudio de películas compuestas de ge-
latina de diversos orígenes y lignina o lignosulfonato, y su aplicación para la conservación de pesca-
do. Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes objetivos parciales: 
- Formulación y caracterización físico-química de las películas obtenidas a partir de diversas 
gelatinas (gelatina bovina, gelatina de peces de aguas frías y de peces de aguas cálidas) y distintos 
tipos de lignosulfonato y de lignina. 
- Evaluación de la capacidad antioxidante, antimicrobiana y citotoxicidad del lignosulfonato y 
la lignina para su posible uso combinado con la gelatina en la obtención de películas activas. 
- Evaluación de la estabilidad físico-química y funcional de las películas de gelatina y lignosul-
fonato en sistemas modelo. 
- Estudio de conservación en refrigeración de sardina (Sardina pilchardus) y de salmón (Salmo 
salar) recubiertos con película de gelatina y lignina o lignosulfonato mediante tratamientos combi-
nados con alta presión. 
1.1.3 Resultados 
El plan de trabajo se llevó a cabo en dos etapas divididas a su vez en varios pasos: 
a) Desarrollo de películas de gelatina bovina (B) y de peces de aguas frías (F) combinadas con 
lignosulfonatos (LSa, LSb, LSc) y su aplicación a filetes de sardina (Sardina pilchardus). 
- Cuando se utiliza un ratio de LSa superior a 80:20 (F:LSa) se dificulta la generación de la tripe 
hélice de colágeno, la propiedades reológicas empeoran y se produce una hidratación mayor de la 
proteína. Las películas formadas con un ratio 80:20 (F:LSa) presentan una Tg y una solubilidad menor 
y una opacidad mayor que las películas que no tienen incorporadas en su composición LSa. Otros 
parámetros como las propiedades mecánicas o la capacidad gelificante descienden y la permeación 
al vapor de agua aumenta levemente. El ratio óptimo para el desarrollo de películas de gelatina pro-
cedentes de peces de aguas frías y lignosulfonato es 80:20. 
- El estudio físico-químico de las películas formadas por F o B junto con LSa u otros LS, (ratio 
80:20) revela que B mejora las propiedades de las películas, en especial las formadas por B:LSa en 
ratio 80:20. 
- Los LS presentan una actividad antioxidante importante  que resultan muy similares entre sí. 
La actividad antioxidante efectiva es mucho menor que la concentración citotóxica en cada tipo de 
LS. Los LS apenas poseen actividad antibacteriana, si bien presentan cierta capacidad antifúngica. 
- Las películas B:LSa 80:20 se conservaron en dos tipos de sistemas modelo (al aire y en con-
tacto con aceite de girasol). El contacto con el aceite produce modificaciones en la superficie de las 
películas, lo que disminuye la solubilidad y refuerza las propiedades mecánicas. Durante el almace-
namiento, las películas de gelatina sufren procesos de entrecruzamiento, que se previenen en pre-
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sencia del LS. Las películas de B en contacto con agua forman un gel amorfo mientras que las pelícu-
las de B:LSa mantienen su estructura. La capacidad antioxidante no disminuye con el tiempo, inde-
pendientemente del modelo de almacenamiento. 
- La combinación de la alta presión junto con película de B:LSa aumenta la vida útil de la sar-
dina, ya que durante la conservación se reduce el crecimiento microbiano y los fenómenos de oxida-
ción. 
b) Desarrollo de películas de gelatina de peces de aguas cálidas (G) combinadas con lignina 
1000 (L1000) o lignina 2400 (L2400)  (ratio 85:15) y su aplicación a salmón (Salmo salar). 
- Las películas elaboradas con L1000 presentan mayor fuerza de tensión y elongación en la 
ruptura y menor solubilidad, permeación al vapor de agua y actividad de agua que una película de G 
o de G:L2400. Por todo ello,  L1000 se considera la mejor lignina. 
- La lignina provoca un mayor grado de interferencia con G (85:15 G:L1000) que el LS con B 
(80:20 B:LSa), tanto desde el punto de vista reológico al estudiar las soluciones filmogénicas como 
desde el punto de vista físico al evaluar las películas. 
- La lignina no presenta capacidad antimicrobiana pero es más antioxidante que cualquier lig-
nosulfonato. La lignina es citotóxica a concentraciones inferiores a los LS pero en todos los casos se 
da a concentraciones muy elevadas y muy superiores a las concentraciones de actividad efectiva 
antioxidante. Las películas con L1000 son más antioxidantes que las elaboradas con L2400 y gene-
ralmente muestran mayor capacidad antioxidante que las películas con LSa (por secuestro de radica-
les libres). 
- El cocinado a 90 °C es la técnica que más modifica el músculo del salmón al compararlo con 
el salmón crudo, mientras que la alta presión a 5 °C junto con la película de G:L1000 es la técnica que 
conlleva la menor modificación. Estos resultados destacan especialmente al estudiar la desnaturali-
zación y oxidación proteica y los cambios en el color. La alta presión a 5°C combinada con película 
prolonga la vida útil del salmón en mayor medida que otros tratamientos. 
1.1.4 Conclusiones 
PRIMERA. El lignosulfonato puede incorporarse en una proporción óptima de 80 % gelatina – 
20 % lignosulfonato para aumentar la resistencia al agua de películas de gelatina de peces de aguas 
frías, que son extremadamente solubles, y para mejorar sus propiedades de barrera a la luz con el 
mínimo perjuicio de sus propiedades mecánicas. Dichas películas, sin embargo, son menos resisten-
tes al agua que las de gelatina bovina independientemente del tipo de lignosulfonato. 
SEGUNDA. La utilización de gelatina de peces de aguas cálidas adicionada de lignina L1000, en 
una proporción de 85 % gelatina – 15 % lignina, origina una película de resistencia al agua compara-
ble a la de gelatina bovina y lignosulfonato, pero de mayor resistencia mecánica, mayor barrera a la 
luz y menor permeabilidad al vapor. 
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TERCERA. A nivel estructural, tanto el lignosulfonato como la lignina actúan preferentemente 
a modo de relleno físico de la matriz de gelatina e interfieren, con mayor intensidad en el caso de la 
lignina, en la interacción entre las cadenas polipeptídicas, favoreciendo una mayor interacción de las 
mismas con las moléculas de agua. 
CUARTA. La capacidad antioxidante de la lignina L1000 es superior al doble de la de cualquier 
lignosulfonatos estudiados, pero también lo es su citotoxicidad. No obstante, ambos tipos de com-
puestos producen películas con alta capacidad antioxidante a concentraciones no citotóxicas, por lo 
que se estiman potencialmente aptas para uso alimentario, a pesar de no presentar actividad anti-
microbiana efectiva. 
QUINTA. El lignosulfonato dificulta la tendencia natural de la película de gelatina a sufrir pro-
cesos de agregación, razón por la cual las propiedades físicas y antioxidantes de las películas comple-
jas no se modifican sustancialmente al cabo de 28 días de conservación. 
SEXTA. El tratamiento combinado de alta presión (300 MPa – 5 ⁰C – 10 min) y recubrimiento 
con película de gelatina – lignosulfonato resulta más efectivo que el envasado a vacío para prevenir 
la oxidación lipídica y el deterioro microbiano del músculo de sardina durante la conservación en 
refrigeración. 
SÉPTIMA. El tratamiento combinado de alta presión (300 MPa – 5 ⁰C – 10 min) y recubrimien-
to con película de gelatina – lignina previene parcialmente la oxidación y agregación proteica del 
músculo de salmón y mantiene de forma más eficaz su color característico, en comparación con un 
tratamiento térmico convencional. 
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The use of specific packaging plays an important role in food quality and preservation. In to-
day's society, packaging made of synthetic compounds produces a lot of waste, which cause eco-
nomic and environmental disadvantages (Kirwan & Strawbridge, 2003). Alternatively, biodegradable 
compounds, mainly biopolymers, could be used as support matrix (Martin- Belloso et al., 2009) in 
combination with natural compounds with antioxidant, antimicrobial, etc. properties. 
Gelatin is a biodegradable biopolymer that could be presented as an option for food packag-
ing. Gelatin comes from different sources. In the literature, many works have been carried out using 
bovine gelatin because of its excellent properties, but sometimes it can be rejected for cultural, reli-
gious or sanitary reasons (transimission spongiform encephalopathy, TSE), so the study of gelatins 
from different origins, as an alternative to bovine gelatin, is of great interest (Gómez-Guillén et al., 
2011), as is the case of fish skin gelatin. 
Lignin and lignosulphonate are industrial waste susceptible to be used in the formulation of 
filmogenic materials due to their polymeric nature, as well as biodegradability, low cytotoxicity, high 
antioxidant capacity, etc. (Satyanarayana et al., 2009; Ugartondo et al., 2009). Lignin is a byproduct 
of the paper industry but lignin is also present in all plants and takes part of the dietary fiber (Elleuch 
et al., 2011). 
In the present Report, gelatin (from different sources) and lignin and lignosulphonates (solu-
ble form of lignin obtained by sulfonation (Lehman, 1970)) have been selected as lead compounds. 
These compounds have the advantage of being biodegradable and they are industrial byproducts, so 
their use represents an important waste reduction and a profitable solution for environmental im-
provement. 
 Fish is a highly perishable product, very susceptible to be spoiled by microorganisms and ox-
idative processes, especially in fatty species (Andersen, 1990). That is why active packaging alone or 
in combination with preservation technologies could be of interest to delay spoilage and extend the 
self- life of fish. 
1.2.2 Objectives 
The purpose of this Report is the development and study of gelatin composite films of various 
origins and lignin or lignosulphonate, and their application to fish preservation. This overall objective 
can be divided into the following sub-objectives: 
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 - Formulation and physicochemical characterization of films obtained from various gelatins 
(bovine gelatin, cold water fish gelatin and warm water fish gelatin) and different types of lignin and 
lignosulphonates. 
- Evaluation of the antioxidant, antimicrobial and cytotoxicity properties of lignin and 
lignosulphonate for their possible use in combination with gelatin to obtain active films. 
- Evaluation of the physicochemical and functional stability of lignosulphonate gelatin films in 
model systems. 
- Study of cold preservation of sardine (Sardina pilchardus) and salmon (Salmo salar) coated 
with gelatin and lignin or lignosulphonate films alone and in combination with high pressure treat-
ments. 
1.2.3 Results 
The work plan was carried out following two stages divided into several steps: 
a) Development of bovine gelatin films (B) and cold-water fish gelatin films (F) combined with 
lignosulphonates (LSa, LSb, LSc) and its application for sardine (Sardina pilchardus) fillets preserva-
tion. 
- When a ratio of LSa higher than 80:20 (F: LSa) was used the collagen triple helical structure 
was difficult to generate. The rheological properties got worse and a greater protein hydration was 
produced. Films formed with a ratio 80:20 (F: LSa) had lower Tg and water solubility and higher opac-
ity than the films without LSa in their composition. Other parameters such as mechanical properties 
or the gelling ability descended whereas water vapor permeability increased slightly. The optimum 
ratio for the development of cold water fish gelatin lignosulphonate films was 80:20. 
- Physico-chemical study of films formed by F or B with other LS (ratio 80:20) revealed that 
the use of B and LSa in ratio 80:20 improved the film properties. All LS had significant antioxidant 
activities which were very similar among them. The effective antioxidant concentrations were con-
siderably smaller than the cytotoxic ones for each type of LS. The LS did not possess antibacterial 
activity, while some antifungal activity was detected. 
- Films B:Lsa (80:20) were preserved in two model systems (in air and in contact with sun-
flower oil). The oil induced changes at the surface of films, thereby decreasing the solubility and 
enhancing the mechanical properties. During storage, gelatin films suffered crosslinking processes, 
which were prevented in the presence of LS. B films in contact with water formed a gel while B: Lsa 
films mantained their structure. The antioxidant capacity did not decrease with time, independently 
of the storage model. 
- The combination of high pressure with film B:LSa extended the self-life of sardine fillets dur-
ing storage since the combined treatment reduced both microbial growth and oxidation phenomena. 
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b) Development of warm-water fish gelatin films(G) combined with lignin 1000 (L1000) or lig-
nin 2400 (L2400) (ratio 85:15) and their application for salmon (Salmo salar) preservation. 
- The films made with L1000 had higher tensile strength and elongation at break, and lower 
solubility, water vapor permeability and water activity than G or G: L2400 films. Therefore, L1000 
lignin was considered the best one. 
- From the study of the rheological behavior of film forming solutions and physical properties 
of films, lignin was found to cause higher interference with G (85:15 G: L1000) than LS with B (80:20 
B: LSa). Lignin had no antimicrobial properties but presented higher antioxidant capacity than any 
ligno-sulphonate. Lignin was cytotoxic at lower concentrations than LS but in all cases cytotoxic con-
centrations were much higher than effective antioxidant concentrations. Films with L1000 were 
more antioxidant than those made with L2400 and generally showed higher antioxidant capacity 
than films with LSa (free radical scavenging capacity). 
- Heating at 90 °C was the treatment that greater modified the salmon muscle when com-
pared to the raw salmon, while the high pressure at 5 °C combined with the film G: L1000 was the 
mildest treatment. These results highlighted especially when studying protein denaturation and 
oxidation, as well as color changes. The high pressure at 5 °C combined with film extended the self-
life of salmon more than other treatments. 
1.2.4 Conclusions 
FIRST. The lignosulphonate may be incorporated in an optimal ratio of 80% gelatin - 20% 
lignosulfonate to increase the water resistance of cold water fish gelatin films, which are extremely 
soluble, and to improve their light barrier properties with the minimum damage in their mechanical 
properties. Such films, however, were less water resistant than those developed from bovine gelatin, 
regardless of the lignosulphonate type. 
SECOND. The use of warm water fish gelatin and lignin L1000, added in a proportion of 85% 
gelatin - 15% lignin, led to a film with water resistance comparable to that made of bovine gelatin 
and lignosulphonate, but with higher strength and lower water vapor permeability. 
THIRD. Structurally, both lignin and lignosulphonate acted preferably as a physical filler in the 
gelatin matrix and interfered, with higher intensity in the case of lignin, in the self-aggregation of the 
polypeptide chains, favoring greater gelatin-water interactions.  
FOURTH. The antioxidant capacity of lignin L1000 was approximately 2.5 times higher than 
any lignosulphonate studied, but also was its cytotoxicity. However, both types of compounds pro-
duced films with high antioxidant capacity at non-cytotoxic concentrations, and therefore they were 
potentially suitable for food use, despite presenting no effective antimicrobial properties. 
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FIFTH. The lignosulphonate hampers the natural tendency of the gelatin film to suffer aggre-
gation processes, which explained why the physical and antioxidants properties of the complex films 
did not change substantially after 28 days of storage. 
SIXTH. A combined treatment of high pressure (300 MPa - 5 ⁰C - 10 min) and covering with 
gelatin- lignosulphonate film was more effective than vacuum packaging to prevent lipid oxidation 
and microbial spoilage of sardine muscle during chilled storage. 
SEVENTH. A combined treatment of high pressure (300 MPa - 5 ⁰C - 10 min) and covering with 
gelatin-lignin film partially prevented protein aggregation and oxidation of salmon muscle, and main-
tained more effectively its characteristic color in comparison with a conventional heat treatment.  
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2.1 Los envases 
2.1.1  Introducción 
Desde la antigüedad, el envasado es una técnica de conservación utilizada para preservar los 
alimentos. El envasado juega un papel importante en la producción de alimentos seguros y de cali-
dad (Rahman, 1999) y tiene cinco principales funciones como son: contener el producto, preservar y 
mantener la calidad, buena presentación y comodidad, proteger al alimento y proporcionar informa-
ción al consumidor. 
El envasado de los alimentos es una técnica fundamental para conservar su calidad, reducir al 
mínimo su deterioro y limitar el uso de aditivos. El envase preserva la forma y la textura del alimento 
que contiene, evita que pierda sabor o aroma, prolonga el tiempo de almacenamiento y regula el 
contenido de agua o humedad. Los envases protegen a los alimentos y bebidas de una serie de agen-
tes externos procedentes del ambiente como el calor, la humedad, la luz, microorganismos, sucie-
dad, gases, etc. El envase asimismo permite a los fabricantes ofrecer información sobre las carac-
terísticas del producto envasado, su contenido nutricional y su composición (Restuccia, Spizzirri, 
Parisi, Cirillo, Curcio, Lemma & Picci, 2010) y constituye un buen vehículo para transmitir a los usua-
rios información sobre el contenido; debe tener una forma y tamaño correctos y una presentación 
atractiva a los ojos del consumidor.  
2.1.2 Problemática con los materiales utilizados actualmente: uso de plásticos 
Los materiales más comúnmente utilizados para el envasado de alimentos y bebidas son los 
plásticos derivados del petróleo, seguidos del papel, fibras, vidrio, acero y aluminio, etc. Los plásticos 
son muy versátiles en cuanto a la forma y tamaño, además de por sus propiedades como ligereza, 
resistencia, comodidad, higiene, etc. (García-Díaz & Macías-Matos, 2008) y presentan una serie de 
ventajas adicionales relacionadas con su dureza y bajo peso. Sin embargo, los plásticos generan una 
gran cantidad de residuos no biodegradables (Kirwan et al., 2003). La acumulación de este tipo de 
residuos se debe fundamentalmente al gran nivel de consumo y la incapacidad de la naturaleza de 
degradar estos productos (Gómez Antón & Gil Bercero, 1997). Además, por problemas de seguridad 
y medioambientales, el reciclado de plásticos resulta complicado por razones técnicas y económicas 
(Aguado & Serrano, 1999). De forma adicional a la problemática que se plantea en cuanto a su acú-
mulo y falta de degradación, los plásticos pueden transportar hacia el alimento o bebida ciertos 
compuestos no deseables, como por ejemplo plastificantes o aditivos (Nerín De La Puerta, 2009). Por 
ello resulta de gran interés el desarrollo de alternativas a los plásticos convencionales, considerando 
la utilización de biopolímeros una buena opción con aplicación en el campo de los envases.  
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2.1.3 Tecnologías de conservación 
La calidad sensorial, nutritiva y organoléptica de los alimentos se puede modificar debido a la 
actividad metabólica del propio producto y de los microorganismos presentes. Las bajas temperatu-
ras y una correcta manipulación higiénica son factores importantes que afectan a la calidad del ali-
mento.  
2.1.3.1 Envasado en atmósferas modificadas 
El envasado en atmósferas modificadas (Modified Atmosphere Packaging, MAP) es un méto-
do de conservación que minimiza los fenómenos fisiológicos y microbianos adversos de los produc-
tos perecederos mediante la implantación de una atmósfera diferente de la composición normal del 
aire (Church, 1994). El envasado a vacío se define como el envasado de un producto en un recipiente 
hermético en el cual se elimina el aire con el fin de prevenir el crecimiento de microorganismos ae-
robios, oxidaciones, alteraciones de color (Genigeorgis, 1985). El envasado a vacío es una variación 
de atmósfera modificada, puesto que eliminar el aire de un envase es en sí mismo una forma de 
modificar la atmósfera; además, en el interior de estos envases es frecuente la producción de 10-
20% de CO2 debido al metabolismo microbiano (Jensen, Petersen, Roge & Jepsen, 1980; Silliker & 
Wolfe, 1980; Hintlian & Hotchkiss, 1986). El envasado a vacío favorece la retención de los compues-
tos volátiles responsables del aroma, lo que resulta muy apreciado en determinados productos como 
el café. Además impide las quemaduras por frío, la formación de cristales de hielo y la deshidratación 
de la superficie del alimento gracias a la barrera de humedad de pequeño espesor existente entre el 
material de envasado y el producto.  
2.1.3.2 Alta presión en el envasado de alimentos 
La alta presión hidrostática se basa en el principio de Le Chatelier, de acuerdo al cual cual-
quier reacción, cambio conformacional o transición de fase que se acompaña por un descenso de 
volumen se verá favorecida a altas presiones, mientras que las reacciones que involucran un aumen-
to de volumen se inhibirán (Ledward, 1995).  
La presión es una variable termodinámica importante y puede afectar a un amplio campo de 
estructuras, reacciones y procesos biológicos (Earnshaw, 1996), y su efecto dependerá del nivel de 
presión aplicada, tiempo, temperatura de proceso y tipo de alimento.  
Una de las principales ventajas de la alta presión es que afecta muy ligeramente la composi-
ción del alimento, y como consecuencia los atributos nutricionales permanecen prácticamente intac-
tos. La alta presión conserva micronutrientes como aminoácidos y vitaminas, así como componentes 
responsables del sabor (Knorr, 2000). Sin embargo, los tratamientos aplicados por encima de 200 
MPa pueden producir modificaciones en el color, dando al alimento un aspecto de producto cocina-
do (Montero & Gómez-Guillén, 2005). 
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La alta presión modifica las propiedades funcionales en productos cárnicos y pesqueros, indu-
ciendo la desnaturalización y la gelificación de la proteína del músculo (Cheftel & Culioli, 1997). Al 
mismo tiempo,  induce una agregación similar a la que se obtiene cuando hay tratamientos térmicos 
a nivel de interacción de la cabeza de la miosina (Yamamoto, Hayashi & Yasui, 1993). Sin embargo, la 
naturaleza de tales interacciones difiere ligeramente. Así, las presiones favorecen la formación de 
enlaces de hidrógeno lábiles al calor mientras que los enlaces disulfuro o interacciones hidrofóbicas 
juegan un rol importantes en la estabilización de estructuras inducidas por el calor (Angsupanich, 
Edde & Ledward, 1999). 
Aunque está generalmente asumido que la alta presión puede favorecer la oxidación lipídica, 
este efecto depende en gran parte del nivel de presión, el tipo de alimento y el almacenamiento, así 
como de la temperatura del proceso a la que se lleva a cabo (Gómez-Estaca, Gómez-Guillén & Mon-
tero, 2007) 
Sin duda, uno de los principales efectos de la alta presión es el relacionado con la inactivación 
de los microorganismos. Si bien el mecanismo de acción no está total esclarecido, la membrana 
constituye un órgano diana (Hoover, Metrick, Papineau, Farkas & Knorr, 1989). También tiene lugar 
una posible inactivación de las enzimas, como las involucradas en la replicación del ADN y la trans-
cripción (Hoover et al., 1989). Además de la alteración de la membrana, también se produce un des-
censo del pH en el medio intracelular debido al incremento de la disociación iónica; la presión provo-
ca la separación de las cargas eléctricas ya que éstas organizan las moléculas de agua alrededor de 
ellas, descendiendo el volumen total del sistema (Cheftel, 1995). También se origina una pérdida de 
la actividad ATP-asa en la membrana (Smelt, 1995). En resumen, la alta presión puede desnaturalizar 
enzimas o provocar una alteración en las funciones de membrana, y como consecuencia los microor-
ganismos pueden morir por acidificación interna. Por otro lado, las presiones superiores a 100-200 
MPa a menudo provocan disociación de estructuras  oligoméricas en subunidades, desdoblamiento 
parcial y desnaturalización de estructuras monoméricas, agregación de proteínas y gelificación pro-
teica si la concentración de proteínas y la presión son suficientemente altas (Cheftel, 1995). 
2.1.3.3  Envasado activo 
Desde hace varios años los materiales utilizados en el envasado de alimentos se diseñan con 
el objetivo de interactuar con los alimentos. En el “envasado activo”, a los materiales se les incorpo-
ran agentes, por ejemplo antimicrobianos o antioxidantes, con  objeto de alargar la vida útil y man-
tener o  incluso aumentar la calidad del alimento (López De Lacey, 2012). Para llevar a cabo este tipo 
de envases se utilizan materiales no comestibles como papel, plástico, metales, etc. (Dainelli, Gon-
tard, Spyrooulos, Zondervan Van Den Beuken & Tobback, 2008) aunque también se pueden utilizar 
materiales biodegradables (Martín-Belloso et al., 2009). Los agentes activos se incorporan al material 
que conforma el envase con el objetivo de que se liberen al alimento por contacto directo o por 
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proximidad. Se puede distinguir entre agentes activos, ya mencionados y agentes bioactivos, que 
además tienen una repercusión sobre la salud del consumidor.  
La incorporación de un agente activo/bioactivo a un envase ofrece una serie de ventajas a la 
incorporación directa del agente al alimento, como por ejemplo la liberación controlada del agente, 
efecto localizado e incluso reducir la dosis del mismo (Martín-Belloso et al., 2009). Además, hay que 
valorar las posibles interacciones entre el agente activo y los componentes del envase, así como del 
propio alimento.  
2.1.4 Uso de biopolímeros y su aplicación en películas comestibles 
La sociedad occidental está experimentando una tendencia creciente hacia el consumismo 
“verde”, un deseo por la menor incorporación de aditivos sintéticos a los alimentos y por los produc-
tos que impacten menos al medioambiente (Burt, 2004). Esta tendencia conlleva una investigación 
en el desarrollo de nuevos materiales biodegradables para el envasado, con el empeo de polímeros 
de origen natural que constituyan una alternativa parcial a los envases plásticos. Los biopolímeros, 
considerados como polímeros derivados de recursos renovables (Petersen, Nielsen, Bertelsen, Lawt-
her, Olsen, Nilsson & Mortensen, 1999), pueden utilizarse en la fabricación de envases biodegrada-
bles que se transformarán como consecuencia de la acción de  microorganismos, foto-degradación o 
degradación química (Petersen et al., 1999), y que además pueden ser comestibles.  
Los biopolímeros se utilizan para la elaboración de dos tipos de envases: películas y recubri-
mientos (Petersen et al., 1999). Un recubrimiento o cobertura comestible es una capa formada como 
un revestimiento sobre el alimento, mientras que una película es una capa ya prefabricada que se 
aplica sobre el producto (Krochta & De Mulder-Johnston, 1997) (Gómez-Estaca, Montero, Giménez & 
Gómez-Guillén, 2007). La presente Memoria está dirigida hacia la formación y estudio de películas, 
por lo que es en este tipo de envase en el que se centrará la información.  
 Estos biopolímeros se clasifican en cuatro grandes categorías: polisacáridos, proteínas, lípidos 
y poliésteres (Tharanathahan, 2003) donde en muchos casos estos productos son desechos y/o ex-
cedentes de productos de la pesca, agricultura o ganadería (Gómez-Estaca, López De Lacey, López-
Caballero, Gómez-Guillén & Montero, 2010). 
2.1.4.1  Proteínas 
Las proteínas utilizadas en la elaboración de las películas son de origen vegetal o animal y las 
más representativas son la albúmina, gluten, proteínas lácteas, zeína  o gelatina. Las películas elabo-
radas a partir de proteínas poseen buenas propiedades mecánicas y ópticas pero son altamente 
sensibles a la humedad y presentan una escasa propiedad de barrera al vapor de agua. Este hecho 
podría representar un problema a la hora de aplicarlos a productos con alto contenido en humedad, 
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porque las películas se podrían hinchar, disolver o desintegrar al ponerse en contacto con el agua 
(Gómez-Guillén, Pérez-Mateos, Gómez-Estaca, López-Caballero, Giménez & Montero, 2009). 
2.1.4.2 Polisacáridos, lípidos y poliésteres 
Los polisacáridos se utilizan generalmente como estabilizantes o agentes gelificantes. Tienen 
varios orígenes: celulosa y derivados,  almidones y derivados, pectina y arabinoxilanos, gomas pro-
cedentes de algas (alginatos o carragenatos), o gomas procedecentes de microorganismos (pululano, 
xantano o gelan) (Guilbert & Contard, 2005). Las propiedades de las películas formadas por polisacá-
ridos dependen de la estructura del mismo, ya que el número de enlaces de hidrógeno intermolecu-
lares o el peso molecular afectan a las propiedades finales de las películas. Así por ejemplo, los poli-
sacáridos de alto peso molecular no iónicos forman películas más resistentes mientras que los poli-
sacáridos más ramificados (con carga o no), dan lugar a películas más débiles (Nieto, 2009). Al igual 
que las películas realizadas a base de proteínas, las películas de polisacáridos poseen buenas propie-
dades mecánicas y ópticas pero son muy sensibles al agua y al vapor de agua. 
Por otro lado, las películas elaboradas a partir de lípidos (ceras, aceites, etc.) y poliésteres (po-
li-D-β-hidroxibutirato, ácido poliláctico, etc.) tienen buenas propiedades de barrera al vapor de agua 
pero normalmente son poco flexibles y opacas; además, las películas de lípidos tienden a enranciarse 
y presentan gran fragilidad (Gontard & Guilbert, 1999) (Gómez-Guillén et al., 2009).  
2.1.4.3  Combinación de polímeros 
La tendencia actual en el diseño de materiales biodegradables para el envasado de alimentos 
es combinar diferentes biopolímeros para mejorar así las propiedades finales del envase. Las pelícu-
las formuladas con hidrocoloides mejorarán las propiedades de barrera al agua o al oxígeno con la 
incorporación de lípidos a su formulación. A modo de ejemplo, aceite de girasol se ha incorporado a 
películas de almidón (García, Martino & Zaritzky, 2000) y se han combinado alginatos con mono y 
diglicéridos de ácido acético (Hambleton, Debeaufort, Bonnotte & Voilley, 2009) donde también se 
mejoran las propiedades mecánicas. Otra combinación es el uso de gelatina de peces de aguas frías 
junto con polisacáridos (gelano y K-carragenato), donde se observó un aumento en la fuerza de ten-
sión y una mejora en las propiedades de barrera frente al vapor de agua, si bien las películas resulta-
ron ser ligeramente más oscuras (Pranoto, Lee & Park, 2007). También se recogen en la literatura 
otros ejemplos como películas realizadas a partir de de gelatina y caseinatos (Chambi & Grosso, 
2006), gelatina y alginatos (Boanini, Rubini, Panzavolta & Bigi, 2010), gelatina y goma gellan (Lee, 
Shim & Lee, 2004), almidón y derivados (Ban, Song, Argyropoulos & Lucia, 2006), o celulosa, almidón 
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2.1.4.4  Películas activas: incorporación de agentes antimicrobianos y antioxidantes 
Las películas comestibles contribuyen a mantener la calidad del producto, mejoran las pro-
piedades sensoriales, aumentan su seguridad e incrementan la vida útil de productos listos para 
comer (Beverlya, Janes, Prinyawiwatkula & No, 2008). Estas películas actúan como barrera al oxígeno 
y al agua y por tanto disminuyen la velocidad de reacciones de oxidación; también ayudan a mante-
ner la humedad, mejorando así la calidad y alargando la vida útil del alimento (Gennadios, Hanna & 
Kurth, 1997). Para controlar de forma más eficaz la oxidación de los alimentos y su deterioro debido 
a la acción de los microorganismos, existe un gran interés en la formulación de películas activas co-
mestibles y/o biodegradables, basadas en la incorporación de un compuesto antioxidante o antimi-
crobiano en la matriz polimérica (Gómez-Guillén, Pérez-Mateos, Gómez-Estaca, López-Caballero, 
Giménez & Montero, 2009; Guilbert, Gontard & Gorris, 1996).  
Un antioxidante o una mezcla de ellos puede incorporarse al envase y liberarse al alimento, 
protegiendo a la superficie de procesos de enranciamiento contribuyendo así al aumento de su vida 
útil. Una liberación lenta además proporciona una reposición continua de antioxidantes al alimento. 
Así por ejemplo, existe un gran interés por antioxidantes naturales como la vitamina E, sesamol y 
ácido carnosínico en sistemas alimentarios (Rooney & Yam, 2004), hidroxitolueno butilado (Butyla-
ted-hydroxytoulene, BHT) (Jongjareonrak, Benjakul, Visessanguan & Tanaka, 2008) o bien sobre 
muchos otros compuestos naturales como ácido ascórbico, ácido cítrico, etc. (Martín-Belloso et al., 
2009), especias como orégano y romero (Gómez-Estaca, Bravo, Gómez-Guillén, Alemán & Montero, 
2009), etc. 
Los compuestos reconocidos como seguros (Generally Recognized As Safe, GRAS) se extien-
den a compuestos antimicrobianos que se emplean para controlar la incidencia o minimizar el núme-
ro de patógenos transmitidos por los alimentos. En los últimos años aparecen investigaciones basa-
das en utilizar cultivos iniciadores de bacterias (bioconservanción) y extractos de plantas como ba-
rreras antimicrobianas (Zhu, Du, Cordray & Ahn, 2005). Un agente antimicrobiano ha de controlar la 
microbiota del alimento para aumentar así su vida útil. Son muchos los antimicrobianos utilizados y 
recogidos en la literatura, entre ellos el quitosano (López-Caballero, Gómez-Guillén, Pérez-Mateos & 
Montero, 2005), aceites esenciales (Burt, 2004) como el clavo (Gómez-Estaca, López De Lacey, 
Gómez-Guillén, López-Caballero & Montero, 2009),  sangre de drago (Rossi, Guerrini, Maietti, Bruni, 
Paganetto, Poli, Scalvenzi, Radice, Saro & Sacchetti, 2011), extractos de té (Friedman, 2007), extrac-
tos de romero (Del Campo, Amiot & Nguyen-The, 2000), especias (Ceylan & Fung, 2004), etc. 
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2.2  Gelatina 
2.2.1  Introducción 
La gelatina se obtiene por hidrólisis del colágeno, siendo la principal proteína fibrosa constitu-
yente de los huesos, cartílagos y pieles (Gómez-Guillén et al., 2011). La fuente, edad del animal y el 
tipo de colágeno son factores intrínsecos que influyen en las propiedades de la gelatina (Johnston-
Banks, 1990). Hasta la fecha se conocen más de 27 tipos de colágeno, pero es el denominado colá-
geno tipo I el que se encuentra en mayor cantidad en el tejido conectivo.  
El colágeno intersticial está compuesto por tres cadenas enrolladas en sí mismas formando la 
denominada triple hélice de colágeno. Esta particular estructura, principalmente estabilizada por 
puentes de hidrógeno existentes intra- e intercadenas, es el producto de una casi repetitiva secuen-
cia Gly-X-Y, donde Gly es el aminoácido Glicina y X e Y suelen ser prolina e hidroxiprolina, respecti-
vamente (Asghar & Henrickson, 1982).  
                        
 
Figura 1. Estructura de los aminoácidos glicina (a), prolina (b) e hidroxiprolina (c).                                                   
 
La región N- y C- terminal, llamada telopéptidos (de entre 15 y 26 aminoácidos), no forma la 
estructura triple helicoidal y en gran parte está formada por lisina e hidroxilisina, así como por sus 
aldehídos derivados. Generalmente de cuatro a ocho moléculas de colágeno se encuentran estabili-
zadas y reforzadas por enlaces covalentes para constituir la unión básica de fibras de colágeno. Por 
tanto, la dureza y rigidez típica de la piel, tendones y huesos se debe a la estructura básica formada 
por muchas de estas fibras de colágeno entrecruzadas.  
El colágeno nativo es insoluble y debe sufrir un pre-tratamiento antes de convertirse en un 
producto disponible para posterior extracción, que normalmente se realiza por calentamiento en 
agua a temperaturas superiores a 45 °C. 
Un pre-tratamiento químico rompe los enlaces no covalentes y desorganiza la estructura pro-
teica, produciendo por tanto un hinchamiento y solubilización del colágeno (Stainsby, 1987). Subse-
cuentes tratamientos por calor romperán los enlaces covalentes, lo que provocará la desestabiliza-
ción de la triple hélice, la cual se desenrollará y finalmente dará lugar a gelatina soluble (Gómez-
Guillén et al., 2011) .  
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El grado de conversión del colágeno en gelatina está relacionado con la severidad del pre-
tratamiento y del procedimiento de extracción en agua caliente, así como del pH, temperatura y 
tiempo de extracción (Johnston-Banks, 1990). De este modo se obtienen dos tipos de gelatinas de-
nominadas tipo A (con punto isoeléctrico entre pH=8 y pH=9), obtenidas con un pre-tratamiento 
ácido, y gelatinas tipo B (con punto isoeléctrico entre pH=4 y pH=5), obtenidas con pre-tratamiento 
alcalino. Debido a la sensibilidad a pH ácido del colágeno inmaduro (por ejemplo,  el que está pre-
sente en la piel del pescado), un tratamiento ácido moderado es suficiente para conseguir su solubi-
lización (Montero, Borderías, Turnay & Leyzarbe, 1990). 
 
 
Figura 2.  Estructura del colágeno. (Adaptado de la Universidad de Colombia, 
 Dirección de Nacional de Servicios Académicos Virtuales).  
 
La calidad de la gelatina obtenida y las aplicaciones depende en gran medida de sus propie-
dades reológicas (Stainsby, 1987). Además de las propiedades físico-químicas básicas (parámetros de 
composición, solubilidad, transparencia, color, olor y gusto), los principales atributos que mejor 
definen la calidad comercial de una gelatina es su fuerza de gel y su estabilidad térmica (temperatura 
de gelificación y de fusión). Para estandarizar estos valores, las medidas de fuerza de gel se determi-
nan mediante el llamado test de Bloom, que consiste en llevar a cabo un protocolo definido a una 
concentración de gelatina (6,67 %), temperatura (10 °C) y tiempo de maduración (17 h), permitiendo 
así normalizar el parámetro (Wainewright, 1977). Ambos, fuerza de gel y termoestabilidad, son al-
tamente dependientes de las propiedades moleculares de la gelatina, en especial con respecto a la 
composición de aminoácidos y a la distribución de peso molecular (Gómez-Guillén et al., 2011). Los 
procesos de extracción se pueden modificar para aumentar el rendimiento de la extracción y mejo-
rar las propiedades reológicas. Así por ejemplo se han utilizado diferentes ácidos orgánicos en el pre-
tratamiento de las pieles (Giménez, Turnay, Lizarbe, Montero & Gómez-Guillén, 2005), distintas sales 
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para el lavado (Giménez, Gómez-Guillén & Montero, 2005), tratamientos de alta presión (Gómez-
Guillén, Giménez & Montero, 2005), o incorporando enzimas como la pepsina (Nalinanon, Benjakul, 
Visessanguan & Kishimura, 2008). De esta manera, se pueden obtener gelatinas con óptimas propie-




Figura 3. Escultura de colágeno (realizada por Julian Voss-Andraea), Stainless steel, 
“Unraveling Collagen”, 2005. 
2.2.2 Películas de gelatina 
La gelatina se emplea como ingrediente para mejorar la elasticidad, consistencia y estabilidad 
de los alimentos. Su utilización para encapsular y elaborar películas hace de la gelatina un producto 
interesante en varios sectores como el fotográfico, el farmacéutico y el alimentario. El uso de pelícu-
las comestibles ayuda a mantener la calidad de los alimentos, a mejorar las propiedades sensoriales 
y la seguridad e incrementar la vida útil de varios productos “listos para comer” (Beverlya et al., 
2008). 
Como norma, las propiedades físicas de las películas de gelatina dependen principalmente de 
las propiedades de los materiales de partida (diferente según origen) y de las condiciones de obten-
ción. Las propiedades también dependen de los parámetros físicos utilizados en el proceso de fabri-
cación de la película, como la temperatura y el tiempo de secado (Menegalli, Sobral, Roques & Lau-
rent, 1999) y de los ingredientes de la formulación, como la adición de plastificantes (Vanin, Sobral, 
Menegalli, Carvalho & Habitante, 2005) o agentes entrecruzantes (Bigi, Cojazzi, Panzavolta, Rubini & 
Roveri, 2001). Los plastificantes son hidrofílicos, tienen bajo peso molecular y se pueden unir a la red 
proteica fácilmente formando puentes de hidrógeno con los grupos activos o los aminoácidos, redu-
ciendo así las interacciones proteína-proteína; una concentración alta de plastificantes dará lugar a 
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unas películas menos rígidas y duras y más extensibles (Arvanitoyannis, 2002; Cuq, Gontard, Cuq & 
Guilbert, 1997).  
Las películas de gelatina se forman principalmente mediante dos procesos: por moldeo (“cas-
ting”) o por extrusión (Hernández-Izquierdo & Krochta, 2008). El más utilizado es por “casting”, pro-
ceso por el que el biopolímerose disuelve junto con resto de ingredientes de la formulación para 
obtener una solución filmogénica, la cual se vierte sobre una placa y se seca para eliminar el disol-
vente. El método de extrusión se basa en el comportamiento termoplástico de las proteínas en con-
diciones de bajo grado de humedad, siguiendo un método de presión en caliente a temperaturas 
superiores a 80°C. Este método puede afectar a las propiedades, si bien su utilización podría aumen-
tar la comercialización de las películas, pues permite el trabajo en continuo (Gómez-Guillén et al., 
2009).  
2.2.3  Tipos de gelatina 
La gelatina se extrae convencionalmente a partir del colágeno presente en la piel y en los 
huesos de ciertas especies de mamíferos (principalmente ganado vacuno y porcino), pero debido a 
las consideraciones socioculturales, religiosas (la religión musulmana y judía no permiten comer 
productos porcinos mientras que la religión hindú lo hace con los productos bovinos) y de sanitarias 
(problemas relacionados con la transmisión de encefalopatía espongiforme bovina) se están conside-
rando otras alternativas. Los materiales de desecho de pescado y aves de corral reciben una conside-
rable atención en la actualidad, si bien su producción sigue siendo limitada y por ello son menos 
competitiva en precio que las gelatinas de mamíferos (Gómez-Guillén et al., 2009). 
2.2.3.1  Gelatinas de mamífero 
 Los materiales de desecho más comúnmente utilizados para la extracción del colágeno y la 
obtención de la gelatina son las pieles y cueros, huesos, tendones y cartílagos. La piel porcina fue el 
primer material de desecho utilizado para la manufactura de la gelatina en la década de los ‘30 y 
continúa siendo uno de los más importantes materiales en la escala de la producción industrial 
(Gómez-Guillén et al., 2009), junto con la obtenida del cuero bovino (Pranoto et al., 2007). La tempe-
ratura de fusión y gelificación de la gelatina está relacionada con la proporción de los aminoácidos 
Prolina e Hidroxiprolina en el colágeno original (Veis, 1964), involucradas en la generación de las 
zonas de nucleación que dan lugar a la formación de las estructuras de triple hélice (Ledward, 1986) 
y que son responsables de las buenas propiedades reológicas (Gudmundsson & Hafsteinsson, 1997) 
y mecánicas. El contenido en estos aminoácidos suele ser del 24 % para los mamíferos y del 16-18 % 
para la mayoría de los peces (Gilsenan & S.B., 2000), por lo que existen grandes diferencias entre 
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2.2.3.2  Gelatinas de pescado  
Sólo el 25-30 % del pescado o de los productos del mar capturados se consumen, el resto se 
utiliza para alimentación animal o se desechan como residuos, lo que representa un alto coste 
económico y medioambiental. Con el fin de reducir estas pérdidas, desde hace varios años se fomen-
tan estrategias para desarrollar productos funcionales de alta calidad para su utilización en alimenta-
ción humana o incluso compuestos biológicamente activos con beneficios nutricionales o medicina-
les, lo que incrementaría su valor en el mercado.  
Las gelatinas de pescado poseen buenas propiedades formadoras de películas, ya que son 
transparentes, poco coloreadas y extensibles (Avena-Bustillos, Olsen, Olson, Chiou, Yee & Bechtel, 
2006). El colágeno de las pieles de pescado se caracteriza por el bajo grado de entrecruzamiento 
covalente (a nivel  intra e inter catenario) (Montero, 1990). La principal desventaja de las gelatinas 
de pescado, respecto a las de mamífero, es que forman geles menos estables, en especial las proce-
dentes de peces de aguas frías (bacalao, salmón o abadejo, (Gudmundsson et al., 1997)). Este hecho 
está relacionado con el menor número de regiones ricas en Prolina e Hidroxipolina en el colágeno 
comparado con el número existente en los animales de sangre caliente. Además, las películas a las 
que da lugar son muy solubles en agua (Carvalho, 2008) lo que supone una desventaja a la hora de 
aplicarlas en los alimentos.  
 
 
Figura 4. Imágenes de gelatina de peces de aguas frías (a), de peces de aguas cálidas (b) y bovina (c). 
 
Sin embargo, algunos estudios indican que cierto tipo de gelatinas de pescado (atún, tilapia, 
pez gato, etc.), aunque no son superiores a las gelatinas de mamíferos, sí se pueden comparar por su 
nivel de calidad, que depende de las condiciones del proceso (Yang, Wang, Zhou & Regenstein, 
2008). En este sentido, las especies de aguas cálidas (lenguado, tilapia, carpa herbívora, etc.) se ca-
racterizan por tener un mayor rendimiento y por sus buenas propiedades. Así, las gelatinas extraídas 
de la piel de la perca del Nilo tienen valores en las propiedades mecánicas similares a los de la gelati-
na de huesos de bovino (Muyonga, Cole & Duodu, 2004) o las propiedades mecánicas o de barrera al 
vapor de agua en las gelatinas del pez gato tienen valores comparables a los obtenidos en gelatinas 
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comerciales de mamíferos (Zhang, Wang, Herring & Oh, 2007). Por otro lado, Avena-Bustillos et al. 
(2006) demuestran que la permeabilidad al vapor de agua de las películas elaboradas con gelatina 
procedente de peces de aguas frías es más baja que las elaboradas con gelatinas de peces de aguas 
cálidas o de mamíferos debido a la diferente composición en aminoácidos. Otras diferencias entre 
estos tipos de gelatinas se recogen en la literatura (Gómez-Guillén et al., 2011), donde se establece 
una comparativa entre las temperaturas de gelificación y fusión de las gelatinas de peces de aguas 
frías (~4-12 °C o <17 °C, respectivamente) o de peces de aguas cálidas (~18-19 °C y ~24-29 °C, respec-
tivamente). También se encuentran diferencias en la fuerza de gel, con valores de 100 g o incluso 
inferiores en geles procedentes de peces de aguas frías, mientras que en gelatinas de peces de aguas 
cálidas se obtienen valores superiores a los 200 g.  
Por todo lo anteriormente expuesto se puede considerar que las gelatinas de peces de aguas 
cálidas pueden ser una alternativa importante a las gelatinas de mamíferos.   
2.2.4 Incorporación de compuestos a las películas de gelatina 
2.2.4.1 Componentes que mejoran las propiedades físicas 
Las películas de gelatina destacan por sus buenas propiedades mecánicas, son transparentes y 
presentan gran versatilidad a la hora de incorporar otros productos si bien presentan ciertas desven-
tajas. Como se mencionó anteriormente, las propiedades físicas de la gelatina dependen del material 
de origen, así como del proceso de obtención, pues parámetros como temperatura o tiempo de 
secado influyen en sus propiedades finales (Menegalli, Sobral, Roques & Laurent, 1999). Además de 
estos factores, las propiedades físicas finales de la gelatina se pueden modificar adicionando ciertas 
sustancias como por ejemplo los plastificantes (Vanin, Sobral, Menegalli, Carvalho & Habitante, 
2005) o agentes entrecruzantes (Cao, Fu & He, 2007) como el ácido ferrúlico o el ácido tanínico, la 
carboximetilcelulosa (Mu, Guo, Li, Lin & Li, 2012), genipina (Bigi, Cojazzi, Panzavolta, Roveri & Rubini, 
2002) o glutaraldehído (Bigi, Cojazzi, Panzavolta, Rubini & Roveri, 2001). El uso de estos agentes no 
es siempre necesario o deseado; en ocasiones las películas con bajo grado de entrecruzamiento 
interesan por ejemplo por su mayor elasticidad. Por otro lado, el tiempo y la temperatura también 
juegan un papel importante a la hora de entrecruzar las películas. 
El sorbitol y el glicerol son los plastificantes más comúnmente utilizados en las películas ela-
boradas a base de gelatina (Gómez-Guillén et al., 2009), pues son compuestos hidrofílicos de bajo 
peso molecular que se fijan fácilmente a la red de proteínas y forman puentes de hidrógeno con los 
grupos reactivos, produciéndose por tanto interacciones plastificante-proteína (Cuq et al., 1997). Los 
plastificantes producen películas menos rígidas y más extensibles; el glicerol da lugar a películas  
sensibles al agua,  débiles y extensibles mientras el sorbitol produce películas menos sensibles al 
agua, más fuertes y menos extensible, por lo que una mezcla de ambos plastificantes da lugar a pelí-
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culas con propiedades mecánicas, viscoelásticas y propiedades de barrera intermedias (Thomazine, 
Carvalho & Sobral, 2005). Se pueden utilizar otros plastificantes como el polietilenglicol o etilenglicol 
pero dan lugar a propiedades finales inferiores a las obtenidas cuando se usa el glicerol y el sorbitol 
(Vanin et al., 2005). 
Otros procedimientos que se pueden llevar a cabo para mejorar las propiedades son los tra-
tamientos enzimáticos (Carvalho & Grosso, 2004) y mezclas con otros componentes no polares como 
ácidos grasos (para disminuir la velocidad de transmisión de vapor de agua (Limpisophon, Tanaka & 
Osako, 2010)). Hay que destacar también la posibilidad de incorporar otros biopolímeros a las pelícu-
las de gelatina para mejorar sus propiedades, como por ejemplo caseína (Chambi et al., 2006), pecti-
na (Liu, Liu, Fishman & Hicks, 2007), el quitosano (Gómez-Estaca et al., 2010), etc. 
2.2.4.2  Componentes antioxidantes y antimicrobianos  
Las películas actúan como barrera frente al oxígeno y al agua y por tanto ayudan a ralentizar 
las reacciones de oxidación y pérdida de humedad, mejorando así la calidad y aumentando la vida 
útil de los alimentos (Gennadios et al., 1997). Por ello la formulación de películas comestibles y/o 
biodegradables basadas en la incorporación de compuestos antimicrobianos y antioxidantes en la 
matriz es de gran interés. 
En la literatura actual se recogen trabajos en los que se diseñan y elaboran películas o recu-
brimientos donde se incorporan compuestos con propiedades antioxidantes y/o antimicrobianas de 
muy distinta naturaleza y posterior aplicación a alimentos, por ejemplo películas de quitosano apli-
cados a bacalao atlántico (Jeon, Kamil & Shahidi, 2002) o quitosano y gelatina en bacalao (López-
Caballero et al., 2005), gelatina y extracto de té verde en carpa plateada (Wu, Chen, Ge, Miao, Li & 
Zhang, 2013), recubrimientos probióticos para el pan (Altamirano-Fortoul, Moreno-Terrazas, Queza-
da-Gallo & Rosell, 2012), películas de quitosano y aceite esencial de limón en fresas (Perdones, 
Sánchez-González, Chiralt & Vargas, 2012), películas de alginato cálcico y partículas de plata en za-
nahorias (Costa, Conte, Buonocore, Lavorgna & Del Nobile, 2012), etc. Las combinaciones en cuanto 
a matrices, compuestos activos y posterior aplicación son enormes y de gran interés, por lo que 
continúa siendo un campo de estudio abierto. 
2.3 Lignina 
En la búsqueda de materiales para el diseño de películas y recubrimientos, la lignina es un 
candidato de gran interés ya que está  presente en la naturaleza, forma parte de la fibra dietética y 
es un material barato por ser subproducto de la industria papelera. Entre sus características están las 
de poseer propiedades antioxidantes y antimicrobianas, puede actuar como surfactante y presenta 
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2.3.1 Introducción 
El término lignina fue introducido en 1819 por de Candolle; lignina es una palabra que deriva 
de lignum (en latín) que significa madera (Sjöström, 1981) y que posteriormente evolucionó al caste-
llano al término “leño”. 
La lignina es un compuesto que se encuentra en las paredes celulares de las plantas junto con 
la celulosa, hemicelulosa y pectina. Está unida covalentemente a la hemicelulosa y por tanto se en-
trecruza con distintos polisacáridos de la planta, produciendo rigidez en la pared celular (Chabannes, 
Ruel, Yoshinaga, Chabbert, Jauneau, Joseleau & Boudet, 2001). Su misión consiste en cementar las 
fibras celulósicas de la madera, proporcionar rigidez a las mismas y actuar además como barrera 
contra la degradación enzimática de la pared celular (Sjöström, 1981). La lignina es un producto 
presente en la naturaleza y constituye el 20-25% de las paredes celulares de las plantas (Demirbas, 
Balat & Balat, 2009); se trata de un compuesto polimérico natural derivado del resultado de la ac-
tuación de la enzima deshidrogenasa que inicia la polimerización de tres precursores primarios: 
trans-coniferyl, trans-sinapil y trans-coumaril.  
 
 
Figura 5. Representación de precursores de lignina (adaptada de Wool y Sun, 2005). 
 
La lignina es un polímero natural de carácter fenólico muy ramificado principalmente consti-
tuido por unidades básicas de fenil-propano; tiene enlazado al anillo bencénico un número variable 
de grupos hidroxílicos y metoxílicos que presentan diferencias estructurales según la especie consi-
derada. Los principales grupos funcionales de la lignina son el hidroxilo, metoxilo, carbonilo y grupos 
carboxilos en distintas cantidades y proporciones (Gosselink, Snijder, Kranenbarg, Keijsers, De Jong & 
Stigsson, 2004). Tiene un peso superior a 10.000 Da y está constituida por tres monómeros de mono-
lignol, metoxilados de distintas formas y su porcentaje difiere dependiendo de si la planta en la que 
está presente es gimnosperma o angiosperma (Boerjan, Ralph & Baucher, 2003). Así, en maderas de 
gimnospermas predomina el radical guaiacil-propano (metoxi–3-hidroxi-4-fenil-propano), mientras 
que en las angiosperas predominan los radicales de siringil-propano (dimetoxi-3-5-hidroxi-4-fenil-
propano). Su composición también varía en función del método de separación de la misma y de si se 
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obtiene de árboles coníferas o latifoliadas. Por lo tanto, cuando se habla de lignina no se habla de un 
compuesto en particular sino de un compendio de varios compuestos. 
La lignina es el segundo polímero terrestre más abundante después de la celulosa. Se trata de 
un compuesto hidrofóbico,lo que posibilita la conducción del agua de modo efectivo a través del 
sistema vascular de las plantas (Sarkanen & Ludwig, 1971). La lignina se produce en grandes cantida-
des como material de desecho en la industria del papel y pulpa (el refinado del material para la in-
dustria papelera) en todo el mundo. Su contenido en la madera varía del 18 al 25 % si se trata de 
maderas duras mientras que varía del 25 al 35 % si son maderas blandas (Pool, 2005). Hasta ahora, la 
lignina se ha tratado como material de desecho debido a la falta de utilización adecuada (Moon, 
Eoma, Kim, Kim, Lee, Choi & Choi, 2011), ya que por su muy compleja estructura es un polímero 
amorfo con un uso industrial bastante limitado (Pouteau, Dole, Cathala, Averous. L. & Boquillon, 
2003). Sin embargo, los polímeros basados en celulosa presentan dos ventajas: por un lado, hay gran 
disponibilidad (abundantes toneladas de lignina como deshechos en las industrias del papel) y 
además la lignina es completamente biodegradable, aunque lo sea de modo lento. Por ello, se puede 
considerar como un polímero biodegradable “del futuro” (Vengal & Srikumar, 2005). Por otro lado 
los materiales lignocelulósicos son particularmente atractivos como materiales de partida para la 
producción de biofuel debido a su bajo coste, gran abundancia y suministro sostenible (Lacerda, De 
Paula, Zambon & Frollini, 2012). 
 
Figura 6. Aspecto de la lignina. 
 
Es importante destacar la presencia de la lignina en la fibra dietética, entendiéndose como tal 
la mezcla de polímeros presentes en las plantas, oligosacáridos y polisacáridos, como la celulosa, 
hemicelulosa, gomas, almidón resistente, inulina (que puede estar asociada con lignina) y otros 
componentes que no son carbohidratos como polifenoles, ceras o proteínas resistentes (Elleuch et 
al., 2011). Algunos autores han demostrado que aumentando la ingesta de fibra se obtienen benefi-
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cios para la salud (disminuyendo el riesgo de enfermedades coronarias, diabetes, obesidad y algunos 
tipos de cáncer (Mann & Cummings, 2009).  
2.3.2  Obtención de lignina y sus derivados 
2.3.2.1  A partir de la madera 
La deslignificación es el proceso de extracción de lignina a partir de fuentes vegetales y se rea-
liza por diferentes métodos. El objetivo es la desintegración lignocelulósica dentro de los componen-
tes fibrosos (Marton, 1971).  
2.3.2.1.1 Métodos químicos 
Son los métodos más convencionales. Se dividen en: 
2.3.2.1.1.1 Método Kraft 
El método alcalino o proceso Kraft es el proceso dominante y da lugar a la lignina alcalina o 
tio-lignina. Así, en el método Kraft se forman los licores o lejías negras, residuos originados en la 
conversión de madera en pulpa de celulosa durante el proceso de separación de la lignina, hemicelu-
losa y otros componentes de la madera, con la liberación de las fibras de celulosas (Stenius, 2000). El 
proceso Kraft se utiliza para producir más del 80 % de la pulpa química en todo el mundo (Dang, 
Bhardwaj, Hoang & Nguyen, 2007). Si bien la mayoría de la lignina obtenida se quema como fuente 
de fuel, una pequeña fracción se purifica para utilizarse como producto polimérico de bajo coste 
(Pearl, 1982) 
2.3.2.1.1.2  Método de bisulfito 
El método de bisulfito da lugar a los ácidos sulfónicos de la lignina, llamados comúnmente lig-
nosulfonatos (Lehman, 1970). Como se mencionó anteriormente, la lignina no es soluble en agua y 
esa propiedad se puede modificar mediante la sulfonación. Los lignosulfonatos tienen grupos sulfo-
nados y se obtienen con distintos cationes como el sodio, calcio y magnesio (Shen, Zhang & Zhu, 
2008). Los lignosulfonatos tienen grupos hidrofílicos (grupos sulfónicos, fenólicos y alcohólico)s pero 
también grupos hidrófobos como cadenas hidrocarbonadas (Dawy, Shabaka & Nada, 1998) o grupos 
alifáticos, por lo que los lignosulfonatos pueden actuar como surfactantes (Telysheva, Dizhbite & 
Paegle, 2001). 
2.3.2.1.2 Método organosolv 
El método organosolv es un procedimiento comercial a menor escala y se presenta como al-
ternativa por su menor coste económico y contaminante. En este proceso, a los licores de cocción se 
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incorpora una determinada cantidad de disolvente orgánico que es de sencilla recuperación y facilita 
la deslignificación del material de partida (Oliet, Rodríguez, García & Gilarranz, 2001). 
2.3.2.2 A partir de restos de alimentos 
Los restos lignocelulósicos que se obtienen de la industria alimentaria o de la industria agríco-
la sirven omo fuente de obtención de lignina. Así, se puede aislar lignina procesando el azúcar de 
caña o las pieles de naranja y manzana (Chiellini, Cinelli, Imam & Mao, 2001). También se ha aislado 
lignina de los licores negros del aceite de palma usando como disolventes el 2-metoxietanol y y el 
dimetilsulfóxido (DMSO). Este estudio refleja que los grupos funcionales de la lignina extraída de los 
licores negros y de la lignina comercial son muy similares, por tanto esta fuente se puede considerar 
como una alternativa más para aplicaciones en la industria alimentaria (Bhat, Khalil & Karim, 2009). 
Otra vía donde se puede encontrar este compuesto es en los licores negros generados durante la 
producción de bioetanol de la paja de arroz (Minu, Kurian Jiby & Kishore, 2012) o a partir de bambú, 
donde se separa la lignina de la hemicelulosa y celulosa con líquidos iónicos seguidos de extracción 
alcalina (Yanga, Zhong, Yuanb, Penga & Suna, 2013). 
 Por tanto, teniendo en cuenta todas las fuentes de las que se puede obtener lignina y sus 
derivados y las propiedades que presentan, se concluye el interés de su utilización, aplicación y estu-
dio en distintos campos.  
2.3.3  Propiedades de películas con lignina 
2.3.3.1  Propiedades físicas 
La lignina influye en las propiedades físicas finales de las películas porque da lugar a un des-
censo de la resistencia a la tracción y de la elongación en la ruptura, así como a un aumento en la 
absorción de agua. Este hecho se evidenció al utilizar lignina en la elaboración de películas para 
cápsulas de medicinas con menor coste de fabricación (Vengal et al., 2005). En otro estudio, la ligni-
na procedente del procesado de caña de azúcar se incorporó a películas de gelatina, con lo que se 
redujo la elongación y la fuerza de tensión, mientras que el módulo de Young se incrementó (Chielli-
ni, Cinelli, Fernandes, Kenawy & Lazzeri, 2001). La lignina también se ha utilizado como agente plasti-
ficante en películas de almidón (Wu, Wang, Li, Li & Wang, 2009), aunque cuando se utiliza en compo-
sites con micropartículas de almidón modificadas con ácido adípico (dentro de una matriz de al-
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2.3.3.2  Propiedades químicas 
Los productos poliméricos que se obtienen en la industria de la madera tienen muchas aplica-
ciones basadas en la capacidad dispersante, ligante, emulsificante y secuestrante de la lignina (Nort-
hey, 1992). La lignina destaca por sus propiedades antioxidantes al ser un compuesto que evi-
ta/reduce la peroxidación lipídica y su poder antioxidante está íntimamente relacionado con el peso 
molecular. La lignina del bagazo con menor peso molecular presenta mayor poder antioxidante, y el 
lignosulfonato con el mayor peso molecular posee la menor capacidad antioxidante (Ugartondo et 
al., 2009). Además, está descrito el importante efecto inhibitorio del lignosulfonato frente la peroxi-
dación lipídica, a pesar de su alto peso molecular comparado con otros tipos de lignina (Ugartondo 
et al., 2009). La captación de radicales libres de ligninas está influida por las características estructu-
rales del compuesto, tales como la presencia de grupos hidroxilo fenólicos, grupos metoxi, conjuga-
ción de π-sistemas así como el peso molecular, la heterogeneidad y la polidispersidad (Dizhbite, 
Telysheva, Jurkjane & Viesturs, 2004). Así, un estudio reciente en el que se trabaja con lignina extraí-
da del bagazo de la caña de azúcar utilizando etanol o soluciones alcalinas, demuestra que con am-
bos procedimientos se obtiene lignina con alto poder antioxidante, si bien el procedimiento alcalino 
da mejores resultados porque se obtiene mayor cantidades de grupos fenólicos (Ph-OH) y metoxi (-
OCH3) (Zhili & Ge, 2012). Por otro lado, al someter al bambú a una extracción con soluciones acuosas 
de ácidos orgánicos y complementada con microondas se obtiene lignina con alta capacidad antioxi-
dante (Li, Sun, Xu & Sun, 2012) por el alto contenido de grupos hidroxílicos y fenólicos. Otros estu-
dios corroboran la importancia del método de extracción y separación de la lignina, pues influye en 
la capacidad antioxidante final (García, Toledano, Andrés & Labidi, 2010).  
Como componente importante en la fibra dietética, la lignina puede inhibir la actividad de las 
enzimas relacionadas con la generación de radicales superóxidos y dificultar  el crecimiento y viabili-
dad de células cancerígenas (Lu, Chu & Gau, 1998). La lignina es un compuesto muy antioxidante por 
su acción sobre los radicales hidroxilos, inhibiendo la acción de la xantin oxidasa y glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, e inhibiendo la peroxidación lipídica enzimática y no enzimática (Lu et al., 1998). 
Además, la lignina purificada (a diferencia de la lignina nativa) no representa una barrera a la diges-
tión en animales monogástricos o rumiantes (Baurhoo, Ruiz-Feria & Zhao, 2008). 
2.3.3.3  Propiedades biológicas y citotoxicidad 
Las propiedades antimicrobianas de las ligninas se han recogido previamente en la literatura, 
como por ejemplo en hidrolizados de diferentes materiales lignocelulósicos (extractos de etil aceta-
to) (Cruz, Domínguez, Domínguez & Parajó, 2001), en estructuras lignínicas de extracciones alcalinas 
(Oh-Hara, Sakagami, Kawazoe, Kaiya, Komatsu & Ohsawa, 1990) y en ligninas Kraft (Dizhbite et al., 
2004). El origen de la lignina puede influir en sus propiedades antimicrobianas. Así, la actividad anti-
microbiana inducida por las ligninas comerciales es mucho menor que la inducida por fracciones de 
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extractos de cono de pino obtenidas por sucesivas extracciones alcalinas (Oh-Hara et al., 1990). 
Comparando los espectros, los mencionados autores encontraron que algunos extractos de cono de 
pino incluyen dobles enlaces alquénicos y menor número de grupos dimetiléster (-OCH3) que la ligni-
na alcalina comercial, y que la estructura del ácido cumárico presente en la lignina podría ser res-
ponsable de la actividad antimicrobiana. Algunos autores sugieren que la inhibición del crecimiento 
microbiano por los ácidos fenólicos (dentro de los cuales se incluyen el ácido p-cumárico), se incre-
mente con el descenso del pH (Wen, Delaquis, Stanich & Toivonen, 2003). También se ha determina-
do la actividad antimicrobiana de la lignina extraída de los residuos generados durante la producción 
del etanol y se han observado resultados distintos en función de las condiciones de extracción; se 
puede concluir que la lignina presenta actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-postivas (Lis-
teria monocytogenes y Staphylococcus aureus) y levaduras (Candida lipolytica), pero no contra bac-
terias Gram-negativas (Escherichia coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis) o bacteriófago MS2 (Dong, 
Dong, Lu, Turley, Jin & Wu, 2011). 
La lignina es un compuesto no tóxico y biodegradable por lo que se ha incorporado en multi-
tud de materiales (Julinová, Kupec, Alexy, Hoffmann, Sedlarík & Vojtek, 2010). Por otra parte, mu-
chos derivados de lignina, incluyendo los lignosulfonatos, son igual o menos citotóxicos que otros 
compuestos biológicos como la epicatequina en keratinocito humano HaCat y fibroblasto murina 3 
T3 (Ugartondo, Mitjans & Vinardell, 2008). Estos autores encontraron una concentración antioxidan-
te efectiva de lignina concentraciones no citotóxicas, haciendo posible así su utilización en la formu-
lación para el envase activo de alimentos. Tan solo unos pocos estudios describen los efectos ci-
totóxicos de las ligninas. De este modo se ha visto que hay una buena correlación entre citotoxicidad 
y algunas características como el contenido de carbohidratos y polidispersidad, ya que las ligninas 
con mayor polidispersidad y menor contenido en carbohidratos son las más citotóxicas (Ugartondo 
et al., 2008).  
Por otro lado se han realizado estudios en intestino de rata en el momento de la administra-
ción de fármacos antidiarréicos que contienen 90% de lignina, viendo que no hay modificación de la 
actividad en la sucrasa ni fosfatasa alcalina y no se observaron modificaciones histológicas (Mitjans, 
García, Marrero & Vinardell, 2001). 
2.3.4 La lignina y otros componentes 
La lignina, debido a sus múltiples propiedades beneficiosas, se ha utilizado en mezclas con 
otros biopolímeros biodegradables, como el aislado de proteína de soja (Huang, Zhang & Chen, 
2003) o el almidón (Baumberger, Lapierre, Monties, Lourdin & Colonna, 1997), consiguiendo mejorar 
la resistencia al agua y las propiedades mecánicas de las películas finales. La sílice ha sido otro com-
puesto utilizado (Klapiszewski, Nowacka, Milczarek & Jesionowski, 2013) con la lignina con el objeti-
vo de mejorar sus propiedades fisicoquímicas y electrocinéticas. También la lignina se utiliza junto 
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con el acetato butirato de celulosa (Davé & Glasser, 1997) y con el almidón para favorecer la biode-
gradación de películas de polivinilalcohol, e hidrolizados de proteína (Julinová, Kupec, Alexy, Hoff-
mann, Sedlařík, Vojtek, Chromčáková & Bugaj, 2010). Es importante resaltar la utilización de la ligni-
na con polímeros sintéticos debido a su carácter renovable, no tóxico y biodegradable (Ban, Song & 
Lucia, 2007; Vengal et al., 2005). Los derivados de lignina emplean como agentes de relleno en dis-
tintas matrices de polímeros sintéticos para desarrollar materiales con propiedades físicas mejoradas 
(Cui, Xia, Chen, Wei & Huang, 2007; Mishra, Mishra, Kaushik & Khan, 2007). Otro ejemplo es su utili-
zación con polipropileno, ya que la capacidad antioxidante de la lignina permite que las reacciones 
oxidativas indeseadas que se originan durante la elaboración de este polímero no se den en tan alto 
grado (Pouteau et al., 2003). La lignina también se ha utilizado junto con el polivinilalcohol PVA para 
mejorar su estabilidad térmica y fotoquímica (Fernandes, Winkler Hechenleitner, Job, Radovanocic & 
Gómez Pineda, 2006) o su biodegradación (Julinová et al., 2010), y el lignosulfonato se adiciona al 
poliuretano con el objetivo de mejorar sus propiedades mecánicas (Cui et al., 2007). Además, cuando 
se realizan mezclas de ligninas y compuestos termoplásticos, la adición de plastificantes disminuye el 
grado de asociación de lignina a la mezcla, previamente estudiado como algo que afecta negativa-
mente a las propiedades mecánicas (Li, Mlynar & Sarkanen, 1997); (Feldman, Banu, Campanelli & 
Zhu, 2001).  
Por otro lado, la lignina organosolv se ha incluido en la elaboración de resinas como sustitutos 
del fenol, y el glutaraldehído como sustituto del formaldehido, obteniéndose resinas con propieda-
des iguales o mejores que las resinas fenol-formaldehído (Da Silva, Grelierb, Pichavantb, Frollini & 
Castellan, 2013). La lignina también se utiliza con un procedimento por “grafting” junto con políme-
ros sintéticos para preparar una novedosa clase de plásticos (G. Sena-Martins, 2008) y se ha aplicado 
como precursor de fibras de carbono (Otani, Fukuoka, Igarashi & Sasak, 1969). También se utilizan 
geles químicos de uretano o epoxídicos con derivados de lignina para estudiar su termorrespuesta 
(Uraki, Imura, Kishimoto & Ubukata, 2004). 
Es interesante la utilización de la lignina modificada tras procesos enzimáticos, en los que des-
taca la copolimerización de la lignina procedente del proceso Kraft con el cresol, usando peroxidasa 
del rábano “horseradish” como enzima catalítica de polimerización. Los compuestos resultantes se 
pueden usar como sustitutos de resinas fenólicas (Liu, Eiping & Lo, 1999). También se puede hacer 
una copolimerización de diferentes ligninas con ácido vanílico, diisocianato y acrilamida catalizada 
por lacasa (Hüttermann, Mai & Kharazipour, 2001); los productos resultantes ofrecen un alto poten-
cial para nuevos materiales (G. Sena-Martins, 2008). Al mismo tiempo, la lignina se ha aplicado (en 
distintas formas) junto con formaldehído con el objetivo de elaborar recubrimientos para una libera-
ción prolongada de urea a la hora de usarla como fertilizantes (Muldera, Gosselinka, Vingerhoedsa, 
Harmsena & Easthamb, 2011). 
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2.4 Legislación 
 En Europa hay leyes vigentes que regularizan los envases activos: 
- Reglamento CE 1935/2004 sobre los materiales y objetos destinados a entrar en contacto 
con alimentos. En este reglamento se describe: “los materiales y objetos activos en contacto con 
alimentos están diseñados para incorporar deliberadamente componentes activos destinados a 
pasar a los alimentos o a absorber sustancias de los mismos”. 
(http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2004:338:0004:0004:ES:PDF) 
- Reglamento CE 450/2009 sobre los materiales activos e inteligentes y artículos que entran 
en contacto con alimentos. En este reglamento se describe: “los materiales y objetos activos pueden 
incorporar deliberadamente sustancias destinadas a ser liberadas en el alimento”. 
(http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2009:135:0003:0003:ES:PDF) 
Queda expuesta la legislación pertinente a las películas estudiadas en la presente memoria, 
pues se clasifican como envasado activo. 
Por otro lado, las películas están elaboradas con aditivos alimentarios. En el Reglamento CE 
1129/2011 se recoge una lista positiva de aditivos admitidos en la Unión Europea. En esta lista figu-
ran el sorbitol (E-420) y Glicerol (o glicina, E-422).  
 (http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2011:295:0001:0177:ES:PDF) 
En el Reglamento CE 853/2004 se establecen normas específicas de higiene de los alimentos 
de origen animal. Aquí se recogen los requisitos de fabricación, materias primas autorizadas, etc., 
por ejemplo  la gelatina, siendo esta sustancia un componente esencial de las películas estudiadas.          
(http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2004:139:0055:0205:ES:PDF) 
El Real Decreto 1125/1982 recoge la reglamentación técnico-sanitaria para la elaboración, cir-
culación y comercio de materiales poliméricos. Se detalla una lista positiva de sustancias destinadas 
a la fabricación de compuestos macromoleculares para la elaboración de envases u otros utensilios 
en contacto con alimentos. En dichas listas figuran los sulfonatos de lignina y sales de calcio, potasio 
y sodio. La lignina no se recoge en la legislación, pero sí figuran en estas listas las fibras naturales y 
sintéticas y maderas de árboles varios. (http://www.boe.es/diario_boe/txt.php?id=BOE-A-1982-
13244). Este Real Decreto está posteriormente modificado por los Reales Decretos 2814/1983,  




Por último, el Real Decreto 866/2008 recoge una lista de sustancias permitidas para la fabri-
cación de materiales y objetos plásticos destinados a entrar en contacto con alimentos. 
(http://www.boe.es/boe/dias/2008/05/30/pdfs/A25070-25120.pdf). Este Real Decreto  establece un 
límite máximo de migración para películas de 10mg/ dm
2
 y unas condiciones de ensayo de migración 
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(Directivas 82/711/EEC u 85/572/EEC, requerimientos para testar la migración de materiales que 
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Los envases juegan un papel importante en la conservación de los alimentos. En la sociedad 
actual existen diversos tipos de envases formados por compuestos  sintéticos, los cuales generan 
gran cantidad de residuos que ocasionan problemas económicos y medioambientales. Como alterna-
tiva se presenta la utilización de compuestos biodegradables para el envasado de alimentos donde 
destacan los biopolímeros, utilizados normalmente como matriz y soporte, y de compuestos natura-
les con propiedades antioxidantes, antimicrobianas, etc. La combinación de varios de estos com-
puestos da lugar a envases activos cuya finalidad es alargar la vida útil del alimento originando la 
menor modificación organoléptica y nutricional posible. 
 En la presente Memoria se utilizan como compuestos principales la gelatina (de diversos orí-
genes), la lignina (presente en las células vegetales y componente de la fibra dietética) y lignosulfo-
natos (forma soluble de la lignina obtenida mediante sulfonación). Estos compuestos presentan la 
ventaja de ser biodegradables y además son subproductos industriales, por lo que su utilización 
representa una disminución de residuos, un aprovechamiento de los mismos y una mejora medio-
ambiental. Además, la lignina y derivados son compuestos altamente antioxidantes, antimicrobianos 
y presentan baja citotoxicidad, por lo que su combinación con la gelatina podría constituir un mate-
rial de envasado activo de alimentos. 
Por otro lado, el pescado es un producto muy perecedero con alta tendencia a deteriorarse, 
especialmente en el caso del pescado graso, pues sufre enranciamiento con gran facilidad. Es por 
ello que un envasado activo solo o combinado con otras tecnologías de conservación podría consti-
tuir una alternativa para retardar su deterioro y alargar su vida útil.  
Por todo ello, el desarrollo de películas de gelatina de varios orígenes junto con lignina y deri-
vados, y su aplicación a pescados grasos puede dar lugar a resultados de interés para el futuro del 
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El objetivo de la presente Memoria es el desarrollo y estudio de películas compuestas de gela-
tina de diversos orígenes y lignina o lignosulfonato, y su aplicación para la conservación de pescado. 
Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes objetivos parciales: 
 
1. Formulación y caracterización físico-química de las películas obtenidas a partir de diver-
sas gelatinas (gelatina bovina, gelatina de peces de aguas frías y de peces de aguas cáli-
das) y distintos tipos de lignosulfonato y de lignina. 
 
2. Evaluación de la capacidad antioxidante, antimicrobiana y citotoxicidad del lignosulfona-
to y la lignina para su posible uso combinado con la gelatina en la obtención de películas 
activas. 
 
3. Evaluación de la estabilidad físico-química y funcional de las películas de gelatina y ligno-
sulfonato en sistemas modelo. 
 
4. Estudio de conservación en refrigeración de sardina (Sardina pilchardus) y de salmón 
(Salmo salar) recubiertos con película de gelatina y lignina o lignosulfonato mediante tra-















5 Trabajo experimental. 
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5.2 Artículo 2. Functional stability of gelatin-lignosulphonate films 
and their feasibility to preserve sardine fillets during chilled   
storage in combination with high pressure treatment 
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En la actualidad, multitud de alimentos se envasan para su manejo, transporte, conservación, 
etc. Existen materiales diversos que se utilizan para el envasado, pero destaca el uso de los plásticos, 
que genera gran cantidad de desechos no biodegradables (Kirwan et al., 2003). La gelatina es un 
material biopolimérico y biodegradable que se presenta como alternativa para el envasado de ali-
mentos. La gelatina procede de distintas fuentes. En la literatura se recogen multitud de trabajos 
que utilizan gelatina bovina debido a sus excelentes propiedades, sin embargo su utilización se re-
chaza en algunas ocasiones por razones socioculturales, religiosas o por transmisión de enfermeda-
des (EET) (Gómez-Guillén et al., 2009). Es por ello que el estudio de gelatinas de distintos orígenes, 
como  la gelatina de piel de pescado, adquiere gran interés. 
La lignina y el lignosulfonato son residuos industriales susceptibles de ser utilizados para la 
formulación de materiales filmogénicos por su naturaleza polimérica, así como por su biodegradabi-
lidad, baja citotoxicidad, alta capacidad antioxidante, etc. (Ugartondo et al., 2009; Ugartondo et al., 
2008).  La lignina se encuentra como subproducto en la industria del papel, pero al mismo tiempo 
está presente en todos los vegetales y forma parte de la fibra dietética (Elleuch et al., 2011). La alta 
miscibilidad que presenta con la gelatina ha propiciado un estudio en profundidad de optimización y 
caracterización de las mezclas resultantes. Las películas con las mejores propiedades se han aplicado 
a filetes de sardina y porciones de salmón para mejorar su conservación en estado refrigerado. Los 
resultados más sobresalientes se discuten a continuación.  
6.1 Desarrollo y aplicación de películas de gelatina y lignosulfonato 
En esta primera etapa del estudio se ha utilizado una gelatina de peces de aguas frías, en 
comparación con gelatina bovina,  así como varios tipos de lignosulfonato (en distintos ratios), con la 
finalidad de obtener la composición óptima para la formación de la película. En todos los casos, la 
suma de gelatina y lignosulfonato fue de 4 g de matriz en 100 ml de disolución y se añadió glicerol y 
sorbitol como plastificantes, cada uno en proporción 15 % sobre el peso de la matriz. 
 La película con las mejores propiedades físicas se sometió a un estudio de estabilidad duran-
te 28 días a temperatura ambiente bajo dos sistemas modelo: a) en ambiente de aire húmedo y b) 
en contacto con aceite de girasol. A continuación, se llevó a cabo un estudio de conservación de 
filetes de sardina refrigerados recubiertos con la película de elección, sola o combinada con un tra-
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6.1.1 Estudio de composición y  ratio óptimo de gelatina-lignosulfonato 
6.1.1.1 Formulación de películas de gelatina de baja capacidad gelificante y                    
lignosulfonato 
Las gelatinas de peces de aguas frías se caracterizan por presentar escasa capacidad gelifican-
te y baja temperatura de transición térmica (gelificación/fusión). Dichas gelatinas poseen buena 
capacidad filmogénica; sin embargo, las películas resultantes ofrecen muy baja resistencia al agua, 
pues son extremadamente solubles (Pérez-Mateos et al., 2009). Una práctica habitual para que sus 
propiedades (mecánicas, de barrera, etc.) mejoren es la mezcla con otros compuestos. El lignosulfo-
nato presenta alta solubilidad en agua y aparente miscibilidad con la gelatina. Posee grupos muy 
polares sobre un esqueleto hidrofóbico que le confieren una elevada actividad como surfactante 
(Telysheva et al., 2001), por lo cual se ha utilizado conjuntamente con otros biopolímeros con la 
finalidad de mejorar la resistencia al agua y las propiedades físicas de películas de naturaleza tanto 
proteica como polisacárida (Baumberger et al., 1997; Huang et al., 2003). La gelatina, por su parte, 
presenta un contenido balanceado de aminoácidos hidrofílicos e hidrofóbicos, que igualmente le 
confieren interesantes propiedades de superficie, y además presenta numerosos grupos reactivos 
con capacidad para interaccionar con el medio y con los compuestos adyacentes. Dichas interaccio-
nes condicionan en gran medida las propiedades de las películas compuestas, así como de las solu-
ciones filmogénicas previo al secado. 
6.1.1.1.1 Interacción gelatina-lignosulfonato en la solución filmogénica 
El comportamiento viscoelástico de las soluciones filmogénicas es un factor importante a te-
ner en cuenta, ya que condiciona la homogeneización y el manejo de las mezclas en todas las etapas 
previas al moldeo y secado de las películas. Las interacciones que tienen lugar en presencia del sol-
vente (agua en este caso), condicionan las propiedades de fluencia de la solución y su comporta-
miento en función del incremento de temperatura, factores que determinan que, tras el secado, la 
película tenga una apariencia lisa y homogénea. 
Se han formulado soluciones filmogénicas a partir de gelatina de peces de aguas frías (F) y 
proporciones crecientes de un lignosulfonato cálcico-magnésico de alto contenido en azúcar (LS). La 
matriz constituida por un 100% de gelatina constituye la mezcla 100-0. Mediante sustitución parcial 
de la gelatina por cantidades crecientes de lignosulfonato se obtuvieron las mezclas 85-15, 80-20, 








Figura 7.  Estudio reológico de las soluciones filmogénicas F-LS. a) Módulo elástico, G’.  
b) Módulo viscoso, G’’. c) Ángulo de fase. 
 
La baja capacidad gelificante de la gelatina de pescado se pone de manifiesto a través de los  
valores extremadamente bajos del módulo elástico (G’), tal y como revela la figura 7. Ello se debe 
principalmente al bajo contenido en prolina y sobre todo en hidroxiprolina, comparado con la com-
posición que tienen las gelatinas de bovino o las procedentes de peces de aguas cálidas. Estos ami-
noácidos originan puentes de hidrógeno, necesarios para el establecimiento y crecimiento de los 
puntos de nucleación responsables de la formación en frío de triples hélices a partir de las cadenas 
polipeptídicas de la gelatina (Gilsenan & Ross-Murphy, 2000). La solución filmogénica sin LS forma un 
gel débil que funde a una temperatura superior a 6 °C. La sustitución del 15 % del contenido de gela-
tina por LS produce una reducción en los parámetros viscoelásticos de G’ y de G’’ y aumento en el 
ángulo de fase, sugieriendo un grado de interacción notable entre ambos compuestos que produce 
una interferencia significativa en la capacidad de gelificación de la gelatina. Dicho efecto es tanto 
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más acusado cuanto mayor es la proporción de lignosulfonato en la mezcla. El estudio de la viscosi-
dad pone de manifiesto el alto grado de interacción entre la gelatina y el lignosulfonato. Sin embar-
go, no desvela información sobre la naturaleza de dichas interacciones. 
6.1.1.1.2 Interacción gelatina-lignosulfonato en la película 
Las películas se obtuvieron mediante un procedimiento de moldeo o “casting” a partir de las 
soluciones filmogénicas previamente descritas. Tras el secado y previo al análisis, es necesario un 
periodo de almacenamiento en condiciones estándar de temperatura y humedad relativa (acondi-
cionamiento), hasta alcanzar un estado lo más próximo posible a un equilibrio termodinámico, que 
permita una adecuada comparativa entre las distintas muestras. Las condiciones estándar emplea-
das para el acondicionamiento de las películas fueron 22 ⁰C y 58 % de humedad relativa. 
6.1.1.1.2.1 Estudio por espectroscopía Infrarroja con transformada de Fourier (ATR-FTIR) 
Para el caso concreto del estudio por FTIR, las películas deben contener el mínimo porcentaje 
de humedad posible, ya que la técnica presenta gran interferencia con las moléculas de agua. Por 
este motivo, las películas se acondicionan en atmósfera de aire seco con gel de sílice. La espectros-
copía infrarroja permite evidenciar cambios en la proteína, fundamentalmente a nivel de su estruc-
tura secundaria, a la vez que puede identificar posibles interacciones químicas a través de puentes 




Figura 8. Espectro realizado con ATR-FTIR de las películas basadas en las mezclas de películas  
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El grado de interacción entre los dos biopolímeros (gelatina de pescado y lignosulfonato) se 
evaluó observando cambios en la intensidad o la frecuencia de los principales picos de absorción. La 
amida A (banda asociada a la vibración por estiramiento del enlace N-H en la amida) de la gelatina 
presenta pocos cambios en presencia del LS y sólo se observó una pequeña modificación en la mez-
cla 65-35. La ausencia de algún cambio en la amplitud y frecuencia de la banda sugiere que la posi-
ble interacción a través de enlaces de hidrógeno a este nivel sea insignificante. Por otro lado, la 
amida I (banda asociada a la vibración por estiramiento de los grupos C=O de la proteína) mostró 
que sin adición de LS o adicionado a una concentración del 25 % o menor, no se produce un aparen-
te desplazamiento hacia números de onda menores, lo cual confirma que es poco probable una 
interacción significativa gelatina-LS mediante puentes de hidrógeno. A continuación, se calculó la 
segunda derivada de la amida I y en el espectro resultante (figura 7) se observó que la adición de LS 
causó cambios en la conformación de las cadenas polipeptídicas de la gelatina, dando lugar a una 
disminución de la presencia de hélices α libres, “random coils” y estructuras desordenadas por la 
disminución de la intensidad de los picos a  ~1651 cm
-1
 y ~1645-1635 cm
-1
 (Payne & Veis, 1988).  
 
 
Figura 9. Segunda derivada de la amida A del espectro FTIR de las películas basadas en las mezclas 
 de F-LS a distintos ratios. 
 
También se observó que en la mezcla 80-20, y con concentraciones mayores de LS, se produ-
ce una interferencia con la agregación intermolecular de las hélices α  de colágeno y de las láminas β 
por la reducción de la intensidad de las bandas a 1695 cm
-1
 y 1675 cm
-1 
 (Muyonga, Cole & Duodu, 
2004). Las láminas β sirven como puntos de nucleación para la formación y crecimiento de las triple 
hélices (Prystupa & Donald, 1996) y por lo tanto, el LS  dificulta la formación de dichos puntos de 
nucleación, en clara correspondencia con los resultados del estudio de viscoelasticidad. Los efectos 
del LS sobre la conformación de las cadenas polipeptídicas de la gelatina se atribuyen principalmente 
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a interacciones inespecíficas de tipo físico, debidas a la elevada actividad de superficie del LS. Estu-
diando la Amida II (banda asociada con la vibración de flexión del grupo N-H y vibración de estira-
miento del grupo C-N), se observó una disminución en su intensidad y un desplazamiento hacia 
números de onda mayores con la incorporación de cantidades crecientes de LS, lo cual indica un 
incremento en el nivel de hidratación proteica, acompañado de una disminución en la interacción 
proteína-proteína (Yakimets, Wellner, Smith, Wilson, Farhat & Mitchell, 2005).  
6.1.1.1.2.2  Estudio por calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
Se realizó un análisis térmico de las películas mediante calorimetría diferencial de barrido (en 
inglés, DSC). Como se observa en la figura 10, se produce una tendencia a disminuir los valores de Tg 
(temperatura de transición vítrea) cuando se añade LS, pero a partir del ratio 70:30 esta tendencia se 
invierte, por tanto las muestras con cantidades elevadas de LS pasan a tener carácter anti-
plastificante. Este comportamiento se ha descrito previamente en la literatura (Huang et al., 2003) 
cuando se mezcló LS con proteínas de soja, pues a bajas concentraciones de LS se produce un efecto 
de entrecruzamiento físico que induce un efecto de plastificación, pero a mayores concentraciones 
se origina el efecto contrario, lo que sugiere que el LS queda disperso en la matriz a modo de relleno. 
Por ello, se concluye que concentraciones bajas o moderadas de LS dan lugar a cierta separación de 
microfases, permitiendo así incrementar el volumen libre y produciendo un descenso en la Tg; cuan-
do la concentración de LS aumenta, se da un efecto de impedimento estérico que disminuye la capa-
cidad de movimiento del biopolímero, lo que da lugar a  un aumento en la Tg. 
 
 
Figura 10.  Gráfica obtenida al utilizar la técnica DSC para varias muestras basadas en gelatina  
de pescado y LS en varios ratios. 
 
No se ha encontrado evidencia de interacción química significativa a través de puentes de 
hidrógeno o de enlaces covalentes entre la gelatina y el LS, por lo que se considera que éste actúa 
a modo de “filler” o relleno inespecífico de la matriz de gelatina, interfiriendo en la interacción 
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entre las cadenas polipeptídicas y favoreciendo una mayor interacción con las moléculas de agua, 
todo ello fuertemente condicionado por la proporción de lignosulfonato en la fórmula.  
6.1.1.1.2.3  Propiedades físicas de las películas 
Las películas de gelatina de pescado son transparentes e incoloras. Cuando se adiciona LS, las 
películas continúan siendo transparentes pero adquieren una tonalidad marrón. Los ratios 70-30 y 
65-35 dan lugar a películas muy pegajosas, lo que dificulta su manipulación. Este inconveniente se 
consideró como un primer criterio de selección para escoger el mejor ratio. 
Desde el punto de vista de las propiedades mecánicas, la película de gelatina sin LS presenta 
muy alta elongación a la ruptura y una fuerza de tensión menor a la obtenida en películas de gelatina 
bovina (Pranoto, Lee & Park, 2007) o de peces de aguas cálidas (Pérez-Mateos et al., 2009). La adi-
ción de LS no da lugar a cambios significativos en la fuerza de tensión pero sí disminuye el valor de 
elongación a la ruptura. Estos resultados concuerdan con el posible papel del LS a modo de relleno 
de la matriz, interfiriendo en la agregación de las cadenas de gelatina, de forma más intensa a altas 
concentraciones.  
La adición de LS en un ratio de 80-20 o 75-25 da lugar a una disminución marcada en la solubi-
lidad y un aumento en la permeabilidad al vapor de agua. El aumento de permeabilidad al vapor 
podría deberse a la existencia de cierta separación de microfases, como se ha indicado previamente. 
Estos resultados concuerdan con lo observado en los estudios de viscoelasticidad, FTIR y DSC, y su-
gieren que un porcentaje del 20% de LS en la matriz es el límite a partir del cual el LS interfiere nega-
tivamente en la reorganización de las cadenas polipeptídicas de la gelatina. Dicha interferencia pro-
voca un impedimento físico de la gelatina para interactuar con el agua, lo cual puede ser responsable 
de la disminución de la solubilidad. Ello se debe a que el lignosulfonato y la gelatina son aparente-
mente miscibles en agua, dada su elevada solubilidad, pero a determinada concentración de ligno-
sulfonato no son químicamente compatibles, pues predomina el impedimento estérico.  
Estos datos concuerdan con un estudio realizado con LS y proteína de soja, donde también se 
observó una disminución en la solubilidad  (Huang et al., 2003). Por otro lado, el alto contenido en 
azúcar del LS utilizado podría originar reacciones de glicación con la gelatina a nivel de los  telopépti-
dos, contribuyendo a la reducción de la solubilidad (Delgado-Andrade, Seiquer, Nieto & Navarro, 
2004). Dichas reacciones, no obstante, no pudieron evidenciarse por FTIR. 
La adición de LS dio lugar a un aumento en la opacidad de la película resultante. Este hecho se 
debe a la naturaleza cromófora de la lignina, la cual puede proteger de la radiación ultravioleta (Ban 
et al., 2007). Comparando los distintos ratios utilizados, se observó un gran salto cualitativo en el 
nivel de opacidad para la mezcla 80-20, debido no sólo a la presencia del LS, sino a la interferencia 
inespecífica del LS, que causa cambios conformacionales en la matriz proteica. 
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A la vista de los resultados obtenidos, se seleccionó el ratio 80-20 como óptimo para producir 
una disminución sustancial de la solubilidad de la película, y consecuentemente para originar una 
mayor resistencia al agua, con el menor perjuicio en el resto de propiedades físicas.  
En la tabla 1 se muestran las propiedades comparadas de la película de gelatina (100-0) y la 
de F-LS (80-20). 
 
Tabla 1.  Comparativa de propiedades físicas de una película F-LS 100-0 y 80-20. 
Propiedad 100-0 80-20 Acción del LS 






) 5,39 ± 0,42
a




EAR(%) 546  ± 7
a




Solubilidad  (%) 92,5 ± 1,55
a




PVA (g mm/h Pa cm
2
) 2,60 ± 0,14
a













FT: Fuerza de tensión. EAR: elongación en la ruptura. PVA: permeación al vapor de agua.  
Distintas letras (a,b) en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras. 
 
La incorporación de LS en un ratio 80-20 produce un descenso moderado en la Tg y también 
en la elongación de la película, que con gelatina de especies de aguas frías es extraordinariamente 
alta. La fuerza de tensión no se altera significativamente. El principal efecto adverso es un aumento 
de la permeabilidad al vapor de agua, que cobra una importancia secundaria teniendo en cuenta la 
reducción tan significativa de la solubilidad. El incremento en la opacidad va en detrimento de la 
apariencia física de la película, sin embargo, produce un efecto de barrera positivo para proteger el 
alimento de la posible oxidación inducida por la exposición a la luz. 
6.1.1.2 Evaluación del efecto del tipo de gelatina y de lignosulfonato en las propiedades 
físicas de la película  
Una vez establecido el mejor ratio de F-LS (80-20), se continuó profundizando en la búsqueda 
de la formulación óptima de la película mediante un estudio comparativo de películas de gelatina de 
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peces de aguas frías (F) (baja capacidad gelificante) y gelatina bovina (B) (alta capacidad gelificante), 
utilizando distintos lignosulfonatos: 
- LS cálcico-magnésico de alto contenido en azúcar (LSa)  
- LS cálcico-magnésico de bajo contenido en azúcar (LSb) 
- LS sódico de bajo contenido en azúcar (LSc) 
Las películas con gelatina bovina (B) presentan mayor fuerza de tensión y menor elongación 
a la ruptura que las producidas a partir de gelatina de pescado (F). Esto se debe a que el contenido 
en prolina e hidroxiprolina es mucho mayor en B que en F y los anillos pirrolidínicos de los iminoáci-
dos imponen restricciones conformacionales, impartiendo un cierto grado de rigidez molecular. Las 
diferencias encontradas en función del tipo de lignosulfonato utilizado son poco acusadas. El LSc 
destacó por su capacidad de aumentar la tensión y disminuir la elongación, en especial al mezclarse 
con la gelatina bovina (película B-LSc). Este efecto se puede atribuir al bajo contenido en azúcares y 
la naturaleza monovalente del catión Na
+ 
del LSc, que obstaculiza en menor medida las fuertes inter-
acciones proteína-proteína de la matriz de gelatina bovina. Sin embargo, como contrapartida produ-
ce un incremento en la permeabilidad al vapor de agua de dicha película. 
Considerando los valores de solubilidad en agua, el tipo de LS no da lugar a cambios significa-
tivos, aunque sí los da el tipo de gelatina utilizada: las películas de gelatina de pescado tienen una 
solubilidad mucho mayor que las de gelatina bovina, y ello se debe una vez más al mayor contenido 
en iminoácidos de la gelatina bovina, que produce un mayor grado de entrecruzamiento de las cade-
nas polipeptídicas. La opacidad de las películas de gelatina bovina es significativamente superior a 
las de la gelatina de pescado, independientemente del tipo de LS utilizado. 
El estudio reológico de propiedades viscoelásticas de las soluciones filmogénicas reveló que 
el LSa (alto contenido en azúcar) es el que interfiere más en la capacidad de renaturalización de las 
cadenas polipeptídicas, pues se observó, en ambos tipos de gelatina, una disminución en el módulo 
elástico y un aumento en el ángulo de fase. En cambio, LSc produjo el efecto contrario en la mezcla 
con gelatina, confirmando una mayor capacidad de la misma para establecer interacciones inter e 
intramoleculares. 
Por último, se evaluó el comportamiento de las distintas soluciones filmogénicas a 30 °C y se 
dedujo que ninguna gelatina pierde la condición de termorreversibilidad (por sus altos valores de 
ángulo de fase y bajos valores de módulo viscoso) y que, independientemente del LS o gelatina utili-
zados, no se establecen interacciones covalentes significativas entre ambos biopolímeros, ya que se 
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6.1.1.3 Estudio de propiedades antioxidantes, antimicrobianas y de citotoxicidad del  
lignosulfonato 
Al margen del papel del lignosulfonato como agente de refuerzo de la matriz de gelatina, el 
interés principal de este compuesto, dada su naturaleza polifenólica, es su utilización como agente 
antioxidante, para el diseño de un material de envasado activo. 
Se evaluó la capacidad antioxidante de los tres lignosulfonatos estudiados y no se encontra-
ron diferencias significativas en los valores de IC50 (83-97 µg/mL) obtenidos con el método del DPPH. 
La actividad antioxidante de las ligninas en general está influída por características estructurales,  
principalmente por la presencia de grupos funcionales como los grupos hidroxílicos fenólicos y por el 
peso molecular (Pan, Kadla, Ehara, Gilkes & Saddler, 2006; Ugartondo et al., 2008). Los tres LS eva-
luados tienen un peso molecular similar, lo que da lugar a una actividad antioxidante parecida. Otro 
factor que influye es el contenido en carbohidratos, los cuales pueden interactuar al formar puentes 
de hidrógeno con los grupos fenólicos, aunque este hecho no da lugar a cambios significativos en la 
capacidad de secuestro del radical DPPH de LSa, LSb o LSc.  
En conclusión, todos los LS presentan una actividad antioxidante notoria y muy similar entre 
sí.  
Por otro lado,  y enfocado al posible uso del LS para el envasado activo de alimentos, se reali-
zaron estudios de citotoxicidad de los tres tipos de LS. Se observó un efecto citotóxico a concentra-
ciones muy elevadas de LS (IC50 = 1480-1745 µg/mL), sin diferencias significativas entre ellos, de 
manera que se pudo concluir que el LS funciona bien como antioxidante a concentraciones no ci-
totóxicas. 
Por último, se evaluó la capacidad antimicrobiana de los LS ante diversos microorganismos. 
Los resultados no fueron favorables salvo en algunos casos concretos, como por ejemplo ante D. 
hansenii CECT 11364, presentando LSc el mayor porcentaje de inhibición, o hacia S. aureus CECT 240 
y B. thermosphacta CECT. En la literatura se describe la actividad antimicrobiana o antifúngica de 
lignina kraft o extractos ácidos de lignosulfonatos (Dizhbite et al., 2004) (Cruz et al., 2001). Los LS son 
surfactantes y ello puede inducir alguna actividad antimicrobiana, aunque también se sabe que cier-
tos LS pueden acelerar la reproducción microbiana por la presencia de azúcares (Lou, Qiu, Yang & 
Pang, 2004).  Los resultados obtenidos con los tres LS estudiados indican que su actividad capacidad 
antibacteriana es bastante limitada, si bien presentan ligera capacidad antifúngica. 
Teniendo en cuenta los resultados y que el lignosulfonato cálcico-magnésico de alto conte-
nido en azúcar (LSa) está expresamente autorizado para el consumo animal, la mezcla formada por 
gelatina bovina (B) y LSa, en un ratio de 80:20, fue la más idónea para obtener una película de 
gelatina – lignosulfonato de uso alimentario con las mejores propiedades mecánicas, de resisten-
cia al agua y de barrera a la luz. Si bien el lignosulfonato contribuye a un acusado descenso en la 
solubilidad de las películas de gelatina de pescado (de aguas frías), dichas películas son notable-
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mente menos resistentes al agua que con gelatina bovina, por lo que no suponen una alternativa 
eficiente para el envasado de alimentos de humedad alta o intermedia, como es el caso del pesca-
do. 
6.1.2 Estabilidad físico-química y funcional de películas de gelatina y                 
lignosulfonato 
A diferencia de los plásticos convencionales derivados del petróleo, las películas biopoliméri-
cas son inestables y pueden sufrir con el tiempo cambios en sus propiedades físico-químicas debido 
a fenómenos de agregación por envejecimiento o “ageing”. En la medida que dichas películas sean 
más o menos proclives a sufrir estos procesos, el tiempo de almacenamiento previo a su utilización 
puede verse limitado. Por otro lado, la resistencia y funcionalidad de la película también se pueden 
ver notablemente afectadas por las condiciones del medio circundante, que varían a su vez depen-
diendo del alimento y tipo de aplicación a la que vayan destinadas. 
A modo de ejemplo se evaluó la estabilidad de las películas de gelatina bovina (B, 100-0) y de 
gelatina bovina – lignosulfonato (B-LSa, 80:20) durante 28 días de almacenamiento a temperatura 
ambiente (22 ⁰C) en dos sistemas modelo: 1) en atmósfera de aire con humedad controlada (58 %) y 
2) en contacto con aceite expuesto al aire y la luz (condiciones oxidativas).  
6.1.2.1  Estabilidad físico-química de las películas de gelatina y lignosulfonato 
A diferencia de las películas conservadas en aire húmedo, las películas de gelatina conserva-
das en aceite de girasol experimentan en los primeros dos días de exposición un aumento significati-
vo de la fuerza de tensión. El contacto con el aceite produce un efecto antiplastificante, disminu-
yendo la elongación a la rotura de la película. La naturaleza hidrofóbica del aceite en contacto con 
los residuos hidrofílicos expuestos de las cadenas polipeptídicas afectan las propiedades de superfi-
cie de la película a modo de refuerzo, por agregación de la proteína. Además, las posibles interaccio-
nes químicas entre la gelatina y determinados productos de oxidación del aceite también podrían 
contribuir a reforzar la película (Aewsiri, Benjakul et al. 2011). En el caso de las películas compuestas, 
la naturaleza surfactante del LS interfiere la agregación intermolecular de la gelatina, y por tanto, 
contrarresta el efecto reforzante del aceite en superficie. Con el transcurso del tiempo, ambos tipos 
de películas conservadas en aceite no mostraron cambios importantes en la fuerza de tensión. Por el 
contrario, las películas de gelatina conservadas en aire húmedo presentaron un ligero aumento de la 
fuerza y disminución de la elongación con el tiempo, por agregación proteica (envejecimiento), que 
no se puso de manifiesto en la película con LS. 
La adición de LS disminuyó los valores de permeabilidad al vapor de agua de modo significati-
vo en el caso de las películas conservadas en aceite al inicio de la exposición. Independientemente 
del medio de conservación, la permeabilidad experimentó una ligera fluctuación a las dos semanas 
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de almacenamiento en todos los casos, si bien aumentó hasta alcanzar valores similares a los inicia-
les.  
Ya se comentó con anterioridad que las películas con LS tienen un color marrón y su presencia 
produce un aumento en la opacidad debido a su naturaleza cromófora, que es protectora frente a la 
radiación ultravioleta (Ban et al., 2007). Durante el almacenamiento, la opacidad aumentó en las 
películas de 100 % gelatina conservadas en aire húmedo debido a fenómenos de agregación de la 
gelatina. Sin embargo, el nivel de opacidad en las películas con LS permanece inalterado debido a 
que interfiere la agregación proteica. Por otro lado, la exposición al aceite ocasionó un aumento de 
la opacidad en las películas de 100 % gelatina - posiblemente también debida a fenómenos de entre-
cruzamiento - que, sin embargo, permaneció estable frente al tiempo, al igual que en las películas 
con LS. 
Las películas de 100 % gelatina pierden su estructura, se hinchan, se reblandecen y tienden a 
formar un gel amorfo en contacto con el agua; sin embargo, en presencia del LS  mantienen su forma 
original transcurridas más de 24 h. Esta característica es muy importante, ya que permite su utiliza-
ción sobre alimentos húmedos. El periodo de 28 días de almacenamiento en condiciones de aire 
húmedo no provoca cambios significativos en la solubilidad en agua de las películas, con o sin ligno-
sulfonato, si bien se produce alguna pequeña fluctuación en los primeros 14 días. 
La película de gelatina conservada en aceite presenta menor solubilidad que la conservada en 
aire, mientras que al hacer la misma comparación en las películas con LS las solubilidades son simila-
res. En general, las películas conservadas en aceite muestran una menor solubilidad durante todo el 
periodo de conservación respecto a las mantenidas en aire, una vez más debido a la modificación de 
propiedades de superficie inducido por la presencia  del aceite. 
La tendencia general que se observa en las propiedades físico-químicas de la película durante 
el periodo de almacenamiento  podría resumirse de la siguiente manera: 
- El LS dificulta la tendencia natural de la gelatina a sufrir procesos de agregación o entre-
cruzamiento por envejecimiento, los cuales, en cualquier caso, no se muestran con intensidad. 
- El contacto con el aceite produce modificaciones a nivel de tensión superficial y de posi-
bles fenómenos de agregación de la gelatina en la película, lo que induce cambios significativos en 
las propiedades mecánicas y en la solubilidad. 
-Las propiedades de las películas con lignosulfonato no cambian sustancialmente al cabo de 
28 días de almacenamiento en las condiciones estudiadas, si bien se producen ligeras fluctuaciones 
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6.1.2.2 Propiedades antioxidantes y estabilidad funcional de películas de gelatina y ligno-
sulfonato 
La capacidad antioxidante de las películas se determinó mediante dos metodologías diferen-
tes: capacidad reductora del hierro (método FRAP) y secuestro de radicales libres (método ABTS).  En 
ambas técnicas es importante resaltar la importancia de la solubilidad de las películas pues la activi-
dad antioxidante se determina sobre la fracción de película solubilizada, que es la responsable de la 
liberación de los compuestos activos. Las películas de B-LS mostraron un incremento muy pronun-
ciado en los valores de capacidad antioxidante con respecto a las películas de 100 % gelatina, inde-
pendientemente del medio de conservación. Estos resultados eran esperables dada la elevada acti-
vidad antioxidante del lignosulfonato (Dizhbite et al., 2004), el cual presenta además alta capacidad 
para difundir de la película.  
Durante el tiempo de almacenamiento, la película con lignosulfonato no perdió su capaci-
dad antioxidante. Los posibles efectos de agregación de la gelatina por efecto del tiempo o por el 
contacto con el aceite son mínimos en presencia del lignosulfonato, y en consecuencia, no afectan 
a la capacidad de la película para liberar los compuestos activos. 
Es importante destacar que el aceite es un medio en el que la película mantiene buenas pro-
piedades, lo que indica que las películas van a podrán aplicar a alimentos con alto contenido graso. 
Por ello y teniendo en cuenta la gran estabilidad y excelentes propiedades de las películas de gelati-
na y lignosulfonato, se realizó un estudio de aplicación de estas películas sobre filetes de sardina 
para su conservación. 
6.1.3 Aplicación de películas de gelatina y lignosulfonato para la conservación de 
sardinas refrigeradas 
El pescado es un alimento muy perecedero debido a la alta tasa de crecimiento bacteriano y a 
los efectos químicos del oxígeno atmosférico (Özogul et al., 2004). La refrigeración es el método de 
elección para la conservación de pescado fresco, que se puede complementar con otros métodos 
como alta presión, envasado a vacío, atmósferas modificadas, etc. La sardina es una especie alta-
mente susceptible de sufrir fenómenos de oxidación por su alto contenido en ácidos grasos poliinsa-
turados, razón por la cual el envasado activo se presenta como una alternativa interesante (Mohan 
et al., 2012). La película de gelatina y lignosulfonato mostró alta resistencia al agua y buena funcio-
nalidad en contacto con aceite, por lo que su aplicación a un alimento de humedad moderadamente 
elevada y alto contenido graso, como son los filetes de sardina, puede resultar adecuada. Se elabora-
ron películas de acuerdo a la composición óptima seleccionada (gelatina bovina y lignosulfonato 
cálcico-magnésico de alto contenido en azúcar, en proporción 80:20), y se utilizaron para recubrir los 
filetes de sardina. Con fines comparativos, se ensayaron los siguientes sistemas de conservación a 
temperatura de refrigeración: 
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- filetes de sardina cubiertos con película (SP) 
- filetes de sardina tratados con alta presión (300 MPa, 5 ⁰C, 10 min) (SAP) 
- filetes de sardina cubiertos con película y tratados con alta presión (300 MPa, 5 ⁰C, 10 min) 
 (SPAP). 
- filetes de sardina envasados a vacío (SV).  
Los distintos lotes de pescado se almacenaron en una cámara de refrigeración a 7 ± 2 ⁰C du-
rante 17 días, y se realizaron análisis periódicos del músculo para el estudio de vida útil. La película 
mantuvo su integridad en contacto con el pescado durante todo el periodo de almacenamiento, 




Figura 11. Imágenes de película B:LSa 80:20 (a), filetes de sardina (b) y filetes de sardina cubiertos  
con película B:LSa 80:20  y alta presión (c). 
 
6.1.3.1  Evolución de parámetros físico-químicos 
La evolución del pH en el pescado depende de diversos factores como la liberación de fosfato 
inorgánico o amoniaco por la degradación enzimática del ATP (Sikorski, Kolakowska & Kurt, 1990), la 
producción de ácido láctico por bacterias ácido lácticas principalmente o de nitrógeno básico volátil 
total (NBVT) por microorganismos responsables del deterioro. El pH permanece muy estable durante 
la conservación, siendo muy similar entre los lotes. 
El nitrógeno básico volátil total (NBVT) es un índice objetivo de la calidad del pescado y su 
contenido se incrementa por la generación de compuestos básicos procedentes del metabolismo de 
ciertas bacterias. El lote SP alcanza valores por encima del límite de aceptabilidad establecido en la 
Unión Europea (35 mg NBVT/100g músculo) a partir del día 11 de conservación. Los lotes SP y SV 
evolucionan de forma semejante hasta el día 8 de conservación, lo que sugiere que el papel de la 
película durante la conservación de la sardina puede ser similar a la del envasado a vacío. Si bien la 
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película de gelatina-lignisulfonato no previene totalmente la formación de compuestos básicos, su 
producción se reduce de forma significativa en combinación con tratamientos de alta presión, lo que 
está en consonancia con los resultados descritos por Ojagh et al., (2011).  
La peroxidación lipídica puede producir daño o muerte celular en los tejidos (Miki, Tamai, Mi-
no, Yamamoto & Niki, 1987), y en el caso del pescado produce rancidez y cambios texturales por 
agregación de las proteínas miofibrilares. El malonaldialdehído es un producto secundario de la oxi-
dación de los lípidos, que se puede valorar a través de la reacción con el ácido tiobarbitúrico (TBA). 
La película de gelatina-lignosulfonato aplicada sobre el músculo de sardina no previene la oxida-
ción de la grasa de forma más efectiva que un envasado a vacío convencional. Por el contrario, los 
niveles de TBA en el músculo presurizado permanecen bajos durante todo el periodo de almacena-
miento y especialmente en el caso de los filetes con tratamiento combinado de película y alta pre-
sión (lote SPAP). Se estima que la alta presión favorece la liberación de los compuestos antioxidan-
tes de la película que actúan sobre el músculo de sardina. 
Con relación al color del músculo tras 8 días de almacenamiento se produjo un oscurecimien-
to de la sardina recubierta con película y también en la envasada a vacío, asociado a fenómenos de 
oxidación de la mioglobina que normalmente se correlacionan positivamente con la oxidación de 
lípidos (Chaijan, Benjakul, Visessanguan & Faustman, 2006). Dicho oscurecimiento, sin embargo, no 
tuvo lugar en las muestras tratadas con alta presión (sin o con película). Los filetes recubiertos con 
película y presurizados mostraron un incremento en la tendencia al color amarillo (parámetro b*), 
probablemente debido a transferencia de compuestos de la película al músculo favorecido por la alta 
presión. 
6.1.3.2 Evolución del crecimiento microbiano  
Durante la conservación, la sardina cubierta con la película (SP) obtuvo los mayores recuen-
tos. El envasado a vacío previno ligeramente el crecimiento de los microorganismos estudiados, 
especialmente del género Pseudomonas spp, debido a su naturaleza aerobia estricta. La aplicación 
de alta presión reduce el crecimiento de microorganismos, si bien es el tratamiento combinado de 
alta presión-película el que los inhibe de forma significativa, aumentando la vida útil en términos 
microbiológicos hasta los 17 días. Si bien es conocido el poder antibacteriano de la lignina (Muzzare-
lli, Boudrant, Meyer, Manno, Demarchis & Paoletti, 2012), el efecto de la película de gelatina-
lignosulfonato no se manifiesta durante la conservación en refrigeración. La vida útil de los lotes SP y 
SV se estima en 8 días. Estos resultados están en concordancia con lo obtenido en el apartado ante-
rior, donde los menores valores de NBVT y TBA corresponden al lote SPAP. 
Un tratamiento combinado de recubrimiento con película y alta presión resultó más efecti-
vo que el envasado a vacío para prevenir la oxidación lipídica y el deterioro microbiano del múscu-
lo de sardina durante la conservación en refrigeración. 
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6.2  Desarrollo y aplicación de películas de gelatina y lignina 
La lignina, al igual que el lignosulfonato, se considera un polímero renovable, no tóxico y de 
carácter biodegradable (Ban et al., 2007). Por diferencias en los procesos de extracción, la lignina 
carece de la abundancia de grupos sulfónicos hidrofílicos altamente polares presentes en el lignosul-
fonato, y en consecuencia es insoluble en agua, pero soluble en soluciones alcalinas (pH ≥ 10). La 
lignina presenta características adecuadas para su utilización en la formulación de recubrimientos y 
mezclas por su pequeño tamaño de partícula (menor que el lignosulfonato), hidrofobicidad y capaci-
dad de formar mezclas estables (Park, Doherty & Halley, 2008). Presenta alta capacidad antioxidante 
(Ugartondo et al., 2009),  antimicrobiana (Dong et al., 2011) y una baja citotoxicidad (Ugartondo et 
al., 2008). En el estudio anterior, la gelatina de peces de aguas frías mostró una buena capacidad 
filmogénica; sin embargo, la baja resistencia al agua de las películas resultantes representa un factor 
muy limitante para su aplicación  en alimentos húmedos, en comparación con la gelatina de bovino. 
Para el presente estudio se ha recurrido al empleo de una gelatina de peces de aguas cálidas, de alta 
capacidad gelificante por su alto contenido en prolina e hidroxiprolina. Estas gelatinas suponen una 
alternativa interesante a las gelatinas de bovino por no presentan rechazo religioso, sociocultural o 
sanitario (Avena-Bustillos et al., 2006; Gómez-Guillén, Turnay, Fernández-Díaz, Ulmo, Lizarbe & Mon-
tero, 2002). Para llevar a cabo este estudio, se ha utilizado una gelatina comercial de piel de pescado 
de aguas cálidas (principalmente pez gato “catfish”) y dos tipos de lignina: Lignina 1000 (L1000) y 
Lignina 2400 (L2400), que se diferencian básicamente en que L1000 tiene menor densidad aparente 
y mayor temperatura de ablandamiento. Las interacciones producidas en la matriz entre ambos 
biopolímeros, así como las características de las películas G (100 % gelatina), G-L1000 (85 % gelatina 
– 15 % lignina L1000) y G-L2400 (85 % gelatina – 15% lignina L2400) se discuten a continuación. La 
elección del ratio gelatina: lignina se ha basado en los resultados del estudio anterior, adaptando la 
formulación a las propiedades intrínsecas de composición y solubilidad de la lignina en polvo. 
6.2.1  Formulación idónea de películas complejas de gelatina y lignina 
6.2.1.1  Interacción gelatina-lignina en la solución filmogénica (SF)  
 Las soluciones filmogénicas se prepararon utilizando 4 gramos de matriz, donde la  propor-
ción fue de 85 % de gelatina, 15 % de lignina (85-15). Se añadieron glicerol y sorbitol en una propor-
ción del 15 % de peso de matriz, para cada uno. Se aumentó el pH hasta alcanzar un pH ~11 con el 
objetivo de disolver la lignina. Las soluciones filmogénicas resultantes se estudiaron mediante vis-
coelasticidad dinámica oscilatoria para determinar el grado de interferencia de las ligninas en la 
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Tabla 2. Propiedades viscoelásticas de las SF basadas en gelatina y L1000 o L2400 en un ratio 85:15. 
  Gelatina-Lignina G' 5°C (Pa) G'' 5°C (Pa) a. f. 5°C (°) Tgel (°C) Tf (°C) 
  G 852 ± 25 11,30 ± 0,23 0,91 ± 0,01 15 26 
  G-L1000 1,65 ±  0,05 1,81 ± 0,05 40,55 ± 2,03 6 18 
  G-L2400 10,10 ± 0,30 2,25 ± 0,09 12,70 ± 0,25 7 18 
 
G’: módulo elástico. G’’: módulo viscoso. a.f.: ángulo de fase. Tgel: temperatura de gelificación.    
Tf: temperatura de fusión. 
Observando la tabla 2, la SF pierde drásticamente la capacidad gelificante al incorporarse la 
lignina, tal y como demuestra el aumento del ángulo de fase y la disminución pronunciada de los 
módulos elástico y viscoso. La lignina L1000 provoca una mayor interferencia con la gelatina, posi-
blemente debido a su menor densidad en comparación con L2400, que permite un contacto más 
intenso con las cadenas polipeptídicas. 
Al comparar las mezclas de gelatina de peces de aguas cálidas con lignina y de gelatina bovina 
con lignosulfonatos, se observó un menor ángulo de fase y mayores módulos viscoso y elástico en el 
segundo caso. La gelatina bovina y la gelatina de peces de aguas cálidas tienen propiedades muy 
similares (Gilsenan et al., 2000), por lo que estos resultados indican que el lignosulfonato provoca 
menor interferencia en la matriz de gelatina que la lignina.  
6.2.1.2 Interacción gelatina-lignina en la película 
Las películas con ambos tipos de lignina se obtuvieron a partir de las soluciones filmogénicas 
mediante moldeo o casting, en las mismas condiciones que las empleadas en el experimento ante-
rior. Una vez formadas, se acondicionaron en humedad relativa de 58% durante 4 días, salvo para el 
estudio de espectroscopía infrarroja (FTIR), que se utilizó una atmósfera seca con gel de sílice. 
6.2.1.2.1 Estudio por espectroscopía FTIR 
 El espectro de infrarrojo de las películas se detalla en la figura 12.  La incorporación de ligni-
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 respectivamente), que se atribuyen en primer lugar a un efecto de dilución 
de la proteína; además, la lignina también produjo cambios conformacionales, pues se dan pequeñas 
variaciones en el número de onda al que absorbe la amida I, lo cual indica una ruptura de los puen-
tes de hidrógeno en los grupos C=O de los polipéptidos de la gelatina. 
Se ha descrito que la lignina interacciona con proteínas de soja de modo similar (Huang et al., 
2003). L2400 origina un mayor grado de hidratación proteica, que se deduce al observar un ligero 
aumento en la amplitud de la amida A, así como un ligero aumento en su número de onda. Ambos 
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tipos de ligninas provocan una fuerte interferencia en la formación de puentes de hidrógeno entre el 
agua y los residuos imido de la gelatina (Payne et al., 1988), que concuerda con lo observado en el 
estudio reológico, donde la lignina impedía la correcta generación de la triple hélice. En el estudio 
previo realizado con gelatina y lignosulfonato, se observó que la adición de LS no ocasiona modifica-
ciones en la formación de puentes de hidrógeno por lo que se establece que ambos tipos de lignina 
dan lugar a un mayor grado de interferencia con la gelatina de la película que el lignosulfonato. 
 
 
Figura 12. Espectros de las películas de gelatina y de gelatina con L1000 o L2400 (85:15), 
 obtenidos mediante espectroscopía FTIR. 
 
6.2.1.2.2 Estudio por calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
Las ligninas y sus derivados se han utilizado en otras ocasiones para mejorar las propiedades 
de algunos materiales (Cui et al., 2007; Feldman et al., 2001; Huang et al., 2003) y han originado 
cambios en las propiedades físicas, provocando un efecto plastificante al mezclarse con almidón (Wu 
et al., 2009), o bien de refuerzo al utilizarse junto con la celulosa (Rohella, Sahoo, Paul, Choudhury & 
Chakravortty, 1996).  
Se realizó un estudio térmico de calorimetría diferencial de barrido de las películas con ambos 
tipos de lignina. Se observó un gran descenso en la temperatura de transición vítrea (Tg) al incorpo-
rar la lignina, siendo L1000 la que da lugar a una menor temperatura (-63,4 ± 0,8 °C frente a -54,9 ± 
0,6 °C), por lo que se deduce un cierto efecto plastificante de la lignina. Por otro lado, se obtiene 
una segunda Tg a valores muy inferiores que los que presenta la muestra G, que de nuevo le corres-
ponde a la muestra G-L1000. El hecho de aparecer una segunda Tg indica cierta inmiscibilidad entre 
la lignina (hidrofóbica) y la gelatina (hidrofílica) y por tanto puede haber una microseparación de 
fases permitiendo que la gelatina tenga más espacio para su movilidad. En el experimento también 
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se observó en el experimento anterior con gelatina y lignosulfonato. La informaciónque se obtiene a 
partir del estudio de calorimetría diferencial sugiere que la lignina induce cambios conformaciona-
les en las cadenas polipeptídicas de la gelatina y modifica el efecto plastificante del agua en la 
película.  
6.2.1.2.3 Propiedades físicas de las películas 
Al estudiar las propiedades mecánicas y físico-químicas de las películas, la lignina provocó una 
disminución en la fuerza de tensión y un aumento en la elongación a la ruptura, de forma más inten-
sa con L2400, al comparar con una película sin lignina (G). Se confirma que la lignina ejerce una ac-
ción plastificante y que las moléculas libres de agua contribuyen a este efecto, lo que concuerda con 
un aumento en la actividad de agua, especialmente con L2400. Esta lignina no dio lugar a cambios 
significativos en la solubilidad, mientras que con L1000 se produjo una disminución significativa. La 
permeabilidad al vapor de agua aumentó con el uso de L2400. Todo indica que el mayor efecto plas-
tificante inducido por L2400 hace que la red  polimérica sea menos densa y más permeable, y por 
lo tanto, menos resistente al agua que con la lignina L1000. En la tabla 3 quedan resumidas algunas 
de las propiedades estudiadas. 
 
Tabla 3. Resumen de las propiedades físicas en una película de gelatina y gelatina-lignina                                  
(G-L1000 y G-2400). 
Muestra 
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FT: Fuerza de tensión. EAR: elongación en la ruptura. PVA: permeación al vapor de agua.                                
TTV: Temperatura de transición vítrea. Diferentes letras (a,b,c) en la misma columna indican                        
diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras. 
6.2.1.2.4 Propiedades ópticas 
Para completar el estudio físico se realizaron pruebas de opacidad y de colorimetría a las pelí-
culas formadas por gelatina y lignina, teniendo como referencia una película de 100 % gelatina. Al 
igual que el lignosulfonato, la lignina tiene alta capacidad de protección frente a la radiación ultravio-
leta, sola y en combinación con otros compuestos (Ban et al., 2007) (Mishra et al., 2007). Los valores 
de opacidad de las películas con lignina fueron muy superiores a los de la película de gelatina. La 
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opacidad de la película G-L1000 es aproximadamente el doble que la que se obtiene al utilizar 
L2400, y muy superior en ambos casos a la de las películas con lignosulfonato. 
 
Figura 13. Imágenes de película de gelatina de bovino (a), gelatina de bovino y LSa (b)  
y gelatina de peces de aguas cálidas y L1000 (c). 
 
En la Figura 13 se compara el color y el grado de transparencia de las películas de gelatina, 
gelatina – lignosulfonato y gelatina – lignina. 
La lignina en estado natural presenta una fuerte coloración marrón, que hace que las películas 
formadas conserven cierta transparencia pero con un intenso color marrón. Así, los índices de refe-
rencia para la colorimetría (L*, a*, b* y el ángulo de matiz “hue” y el valor cromático) revelan que la 
película GL2400 tiene más componente marrón que GL1000, en ambos casos mucho mayor al de la 
película de 100 % G. Por tanto, las películas con lignina pueden contribuir a la prevención de oxida-
ción lipídica inducida por radiación ultravioleta debido a su alto efecto barrera frente a la luz. 
La lignina L1000 confiere a las películas de gelatina mayor resistencia mecánica, menor so-
lubilidad, menor permeabilidad al vapor y mayor grado de opacidad que la L2400.  
6.2.2 Propiedades antioxidantes de películas de gelatina-lignina. 
Una vez revisadas las propiedades físicas de las películas de gelatina y lignina se evaluó su ca-
pacidad antioxidante. Es importante destacar que, al igual que con las películas de G:LS, la actividad 
antioxidante se refiere a la fracción soluble en agua, que es la que tiene la capacidad para liberar los 
compuestos activos. A pesar de la menor solubilidad de la película G-L1000 en comparación con G-
L2400, la primera presentó mayor capacidad antioxidante en las dos pruebas realizadas (capacidad 
reductora de hierro, FRAP y capacidad de secuestro de radicales, ABTS). Al igual que lo descrito para 
las películas de gelatina-lignosulfonato, las películas de gelatina-lignina pueden estar muy indicadas 
para conservar alimentos con alta tendencia a oxidarse. Estas películas presentan una capacidad 
antioxidante comparable a otras películas adicionadas de otras sustancias, como por ejemplo las 
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películas de gelatina y borraja (Gómez-Estaca et al., 2009) o gelatina y orégano o romero (Gómez-
Estaca, Montero, Fernández-Martín, Alemán & Gómez-Guillén, 2009).  
En la tabla 4 se compara la actividad antioxidante de películas de gelatina con lignina o con 
lignosulfonato. 
Tabla 4. Comparativa de capacidades antioxidantes de la mejor película testada de G:LS y 
 las películas de gelatina y  lignina. 
Película ABTS (mg vit C/g película) FRAP (mol Fe
 2+
/g película) 
G: LSa (80:20) (día 7) 7,22 ± 0,41 570,20 ± 7,70 
G: L1000 (85:15) (día 4) 27,82 ± 2,19 258,97 ± 8,83 
G: L2400 (85:15) (día 4) 15,31 ± 0,88 180,20 ± 5,71 
 
Teniendo en cuenta los resultados comparados en la tabla 4 se observa claramente que las 
películas con lignina tienen mayor capacidad de secuestro de radicales libres (ABTS), en especial 
con lignina L1000, mientras que la película con lignosulfonato presenta mayor capacidad reductora 
(FRAP), en buena parte debido al alto contenido en azúcares presentes en el preparado comercial de 
LSa. Las gelatinas utilizadas son distintas, pero ninguna posee capacidad antioxidante significativa, 
por lo que este efecto es provocado únicamente por la presencia de L o LS. 
6.2.3 Estudio de propiedades antioxidantes, antimicrobianas y citotoxicidad de 
la lignina 
De ambos tipos de lignina estudiados, la lignina L1000 es la que confiere las propiedades físi-
cas y funcionales más convenientes a la película. La lignina L1000 tiene una elevada capacidad se-
cuestrante del radical DPPH (IC50 = 36,5 µg/mL), pero inferior al trolox (derivado soluble de la vitami-
na E). Al igual que el lignosulfonato, L1000 presenta citotoxicidad a concentraciones muy elevadas 
(IC50 = 631 µg/mL), por lo que se puede utilizar L1000 como antioxidante a concentraciones no 
citotóxicas.  
Se realizó un estudio con L1000 para determinar su capacidad antimicrobiana frente a 26 ce-
pas de colección, entre ellas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, mohos y levaduras y no se 
observó ningún efecto inhibidor del crecimiento de estos microorganismos. Las cepas testadas fue-
ron las mismas utilizadas para evaluar la actividad antimicrobiana de los lignosulfonatos previamente 
evaluados, los cuales sí que mostraron una cierta actividad. Esta diferencia de actividad puede guar-
dar relación con los distintos pH de los lignoderivados: el LS tiene pH ácido mientras que L1000 se ha 
evaluado a pH neutro o básico (no es soluble a pH ácidos) y este factor puede hace que la actividad 
antimicrobiana de los ácidos fenólicos pierdan efectividad (Wen et al., 2003). 








Tabla 5. Capacidad antioxidante, antimicrobiana y citotoxicidad de LSa, LSb, LSc y L1000. 
Sustancia 
Capacidad secuestrante 
ddel radical DPPH 
(IC 50 μg/ml) 
Citotoxicidad en 
fibroblastos de ratón      




LSa 92,6±8,1 1480±114 
D. hansenii ++,  
 S. aureus +, 
 B. thermosphacta + 
LSb 83,4±2,5 1696±55 
D. hansenii ++,   
S. aureus +, 
 B. thermosphacta + 
LSc 97,5±6,4 1745±16 
D. hansenii ++,  
 S. aureus +, 
 B. thermosphacta + 
L1000 36,5±5,5 631±92 No inhibición 
 
++: porcentaje de inhibición del 5-10 %. +: porcentaje de inhibición de < 5 %. 
Al realizar esta comparación, se deduce que L1000 es la más antioxidante pues es necesaria 
una menor concentración para atrapar la mitad de los radicales de DPPH que en el caso de los LS. La 
citotoxicidad, sin embargo, es mayor que para cualquiera de los LS estudiados, ya que se requiere 
menor concentración para producir un 50% de muerte celular. Sin embargo, los LS presentan cierta 
capacidad antimicrobiana, aunque leve, y como se comentó anteriormente, también confieren un 
mayor poder reductor a la película.  
6.2.4 Aplicación de películas de gelatina y lignina para la conservación de salmón 
refrigerado 
Las películas de gelatina (peces de aguas cálidas) y lignina (L1000) (proporción 85-15, G-L) se 
utilizaron para un estudio de conservación en refrigeración de salmón procesado por alta presión. La 
alta presión permite alargar la vida útil de los alimentos conservando al mismo tiempo los micronu-
trientes y compuestos responsables del sabor (Knorr, 2000). Como efecto colateral, la presión induce 
cambios de coloración y opacidad en el músculo de determinadas especies, como el salmón, confi-
riéndole un aspecto de producto cocido, por degradación oxidativa de pigmentos y desnaturalización 
de proteínas (Gómez-Estaca, López-Caballero, Gómez-Guillén, López De Lacey & Montero, 2009; 
Yagiz, Kristinsson, Balaban, Welt, Ralat & Marshall, 2009). Sin embargo, para el diseño de platos 
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semi-preparados o listos para el consumo, la alta presión puede representar una alternativa intere-
sante al tratamiento térmico para evitar la degradación de nutrientes (aminoácidos, vitaminas) y 
otros compuestos activos.  
Se planteó un estudio de conservación en refrigeración durante 23 días de salmón recubierto 
con película y tratado por alta presión a dos temperaturas (5 y 40⁰C), y se comparó con un trata-
miento térmico a 90⁰C. Para ello se realizaron los siguientes lotes: 
- Salmón sin tratar (S) 
- Salmón cocinado a 90 ⁰C  (C) 
- Salmón tratado por alta presión (300 MPa – 5 ⁰C - 10 min) (AP5) 
- Salmón recubierto con película de G-L y tratado por alta presión (300 MPa – 5 ⁰C - 10 min) 
 (PAP5) 
- Salmón tratado por alta presión (300 MPa – 40 ⁰C - 10 min) (AP40) 
- Salmón recubierto con película de G-L y tratado por alta presión (300 MPa – 40  ⁰C - 10 min) 
 (PAP40) 
6.2.4.1 Análisis de parámetros físico-químicos  
6.2.4.1.1 Análisis del color 
El músculo presurizado presentó cambios menos acusados de color con respecto al producto 
crudo que el músculo tratado por calor. Estos resultados están en concordancia con otros trabajos 
donde se observó que el pescado sometido a tratamiento térmico adquiere mayor luminosidad y 
menor tonalidad rojiza que el pescado crudo (Chevalier, Le Bail & Ghoul, 2001). La temperatura de 
presurización produce diferencias notables en los parámetros de color, dependiendo de si el pescado 
va recubierto o no por la película. La aplicación de película con alta presión, en especial con el trata-
miento a 40⁰C, disminuye notablemente el aumento de luminosidad del músculo en comparación 
con el horneado. Sin embargo, el tratamiento de película con alta presión a 5⁰C preserva mejor el 
color rojizo característico del salmón, aunque  incrementa ligeramente la tonalidad amarilla. 
6.2.4.1.2 Funcionalidad proteica 
6.2.4.1.2.1 Solubilidad 
La solubilidad proteica es un índice que se utiliza para evaluar el estado funcional de la pro-
teína muscular, asociando la agregación de proteínas con pérdida de solubilidad en solución salina. 
La alta presión provoca una disminución de la solubilidad proteica notablemente menor que el 
tratamiento térmico, independientemente de la temperatura de presurización o de la presencia o 
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6.2.4.1.2.2 Viscosidad aparente 
La viscosidad aparente es un indicador de la calidad funcional del músculo más sensible que la 
solubilidad de las proteínas (Barroso, Careche, Barrios & Borderias, 1998). La viscosidad disminuyó 
de forma muy acusada en el músculo procesado (alta presión o calor), debido a fenómenos de  agre-
gación proteica, en concordancia con lo observado en la solubilidad. El estudio de viscosidad, con y 
sin filtración, revela diferencias notables en el tamaño de los agregados proteicos, no perceptibles en 
el estudio de solubilidad. Así, el tratamiento térmico produce agregados fuertes y de menor tama-
ño que el tratamiento de alta presión. La mayor temperatura de presurización reduce el tamaño de 
los agregados, sin embargo, la presencia o no de película no induce cambios significativos. 
6.2.4.1.2.3 Estudio electroforético 
El estudio electroforético de la fracción soluble en sal de las muestras presurizadas revela un 
mayor número de bandas que en el lote horneado, lo cual concuerda con un menor grado de desna-
turalización o agregación proteica. La película no dio lugar a cambios significativos, al contrario que 
la temperatura de presurización. Las proteínas de peso molecular inferior a 45 kDa (tropomiosina, 
troponinas, cadenas ligeras de miosina y proteínas sarcoplásmicas) presentan alta resistencia a la 
presión. Sin embargo, las bandas correspondientes a las cadenas pesadas de miosina, α-actinina y 
actina pierden intensidad en el músculo presurizado a 40 ⁰C, indicando que el tratamiento con alta 
presión a 5 ⁰C produce menor agregación proteica que a 40 ⁰C.  
6.2.4.1.2.4  Espectroscopía FTIR  
El músculo crudo presenta mayor capacidad de retención de agua que cualquiera de los pro-
cesados, coincidiendo con un pico de absorción de la amida A de mayor amplitud. Se llevó a cabo un 
estudio en profundidad de la Amida I, dado que se trata de una herramienta muy útil para observar 
cambios conformacionales en la estructura secundaria de las proteínas miofibrilares (Bertram, 
Kohler, Böcker, Ofstad & Andersen, 2006; Böcker, Kohler, Aursand & Ofstad, 2008; Jackson & 
Mantsch, 1995). El pico de absorción de la Amida I sufre un desplazamiento evidente hacia valores 
más bajos de número de ondas en todas las muestras procesadas, más acusado en el caso de la 
muestra tratada por calor, lo que confirma una mayor agregación proteica inducida por calor. Se 
realizó una segunda derivada para mejorar la resolución espectral y se observó que la contribución 
de α-hélices libres (1652 cm
-1
) mostró un pico de absorción menor en el caso de la muestra hornea-
da comparado con la muestra sin tratar, mientras que en los lotes presurizados este pico tuvo mayor 
absorción, en especial en el lote presurizado a 5 ⁰C sin película. A 1683 cm
-1
, pico atribuido a estruc-
turas de lámina-β (Carton, Bocker, Ofstad, Sørheim & Kohler, 2009), la tendencia fue similar aunque 
no se observaron diferencias tan acusadas entre las muestras presurizadas. El incremento de estruc-
turas α-hélice o lámina-β en las muestras presurizadas se atribuye al despliegue de las cadenas pro-
teicas por el efecto desnaturalizante de la alta presión (Lullien-Pellerin & Balny, 2002). Por el con-
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 lo que indica un incremento mayor en la agregación intra e intermolecular de las lámi-
nas-β (Carton et al., 2009), en comparación con las muestras presurizadas. En general, ni la presen-
cia de la película ni la temperatura de presurización indujeron cambios acusados en los espectros 
de absorción infrarroja.  
6.2.4.1.2.5 Estudio reológico 
Por último, el grado de agregación/desnaturalización proteica también se evaluó mediante 
reología del músculo homogeneizado con NaCl (aspecto de masa en estado de sol). El grado de solu-
bilización del músculo con sal depende del estado general de agregación proteica y va a influir el 
comportamiento reológico de las masas. Se realizó un primer ensayo de barrido de frecuencias, para 
evaluar la consistencia y grado de cohesión interna de las distintas masas a temperatura constante 
de 10 ⁰C. El comportamiento del módulo elástico G’ de las muestras presurizadas a 5 ⁰C fue muy 
similar al de la muestra cruda, en especial cuando va recubierto por la película. Esto indica que la 
muestra recubierta con película y presurizada a 5 ⁰C es la que presenta menor alteración de la 
proteína muscular. En todos los lotes presurizados el módulo elástico fue menor que en el lote hor-
neado, lo cual confirma el mayor estado de agregación del músculo tratado por calor. El estudio de 
la capacidad de agregación térmica de la proteína, realizado a través de un barrido de temperaturas, 
confirmó el mejor estado funcional de la proteína en el caso de las muestras recubiertas y presuriza-
das en frío. 
6.2.4.1.2.6 Oxidación proteica 
El contenido de grupos carbonilo, como medida de la oxidación de las proteínas, también se 
estudió en todos los lotes. Las muestras procesadas (por alta presión o calor) sufrieron un aumento 
muy acusado de grupos carbonilo, producto de la oxidación de proteínas. A parte de la proteína 
miofibrilar, las proteínas hemo también sufren desnaturalización por presión y/o calor, y tornarse 
más pro-oxidativas, favoreciendo el incremento de grupos carbonilo (Eymard, Baron & Jacobsen, 
2009). La muestra recubierta por película y tratada por alta presión a 5 ⁰C destacó por presentar el 
contenido más bajo de grupos carbonilo, por lo que el tratamiento combinado con película y presu-
rización en frío previene en cierta medida de la oxidación proteica asociada al procesado. Este 
efecto se debe en parte a la capacidad antioxidante de la lignina, así como a cierta capacidad de 
barrera frente al oxígeno de la película. 
Los resultados de la evaluación de parámetros físicos-químicos del salmón procesado quedan 
resumidos en la tabla 6. A la vista de los resultados obtenidos, el tratamiento combinado con pelícu-
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Tabla 6. Resumen de los parámetros físicos y químicos de los lotes de salmón sometidos a distintos 
tratamientos (comparación con el lote de salmón crudo). 
Técnica Información relevante  Tratamiento 
 de elección 
Colorimetría 
La alta presión provoca menos cambios que el tratamiento con calor, 
en especial a 5 ⁰C.  La película minimiza los cambios en el color. 
Alta presión a 5 ⁰C con 
película 
Solubilidad 
La alta presión produce menor agregación proteica que el horneado. 
La temperatura de presurización y la presencia de película no provo-




El tratamiento térmico produce agregados fuertes y de menor tamaño 
que con alta presión. La presurización a 40 ⁰C induce mayor agrega-
ción que a 5 ⁰C.  La película no da lugar a diferencias significativas. 
Alta presión a 5 ⁰C 
Estudio 
 electroforético 
Menor grado de agregación en los lotes presurizados que en el hor-
neado. La película no origina cambios significativos. A 5 ⁰C hay meno-
res cambios que a 40 ⁰C 
Alta presión a 5 ⁰C 
FTIR 
Las muestras procesadas pierden capacidad de retención de agua. Hay 
mayores cambios en agregación de estructuras de α-hélices y láminas-




La película reduce notablemente la desnaturalización proteica en los 
lotes presurizados a 5 ⁰C, pero menos a 40 ⁰C. 
Alta presión a 5 ⁰C con 
película 
Oxidación proteica 
La alta presión a 40 ⁰C produce mayor oxidación de proteínas que el 
horneado, sin embargo, el tratamiento combinado con película y alta 
presión a 5 ⁰C produce la menor oxidación. 
Alta presión a 5 ⁰C con 
película 
 
6.2.4.2 Evaluación de parámetros químicos y microbiológicos durante la conservación 
Una vez evaluados los efectos de los distintos tratamientos sobre el músculo de salmón se 
realizó un estudio de conservación durante 23 días en refrigeración.  
6.2.4.2.1 Oxidación lipídica 
El tratamiento por calor produce un aumento de la oxidación lipídica mayor que el tratamien-
to de alta presión, sin embargo, no tiende a aumentar durante el periodo de almacenamiento. Los 
valores de TBA permanecen bajos en todos los lotes presurizados durante los primeros 15 días debi-
do a que el salmón posee alto nivel de carotenoides, los cuales son un fuerte sistema endógeno 
antioxidante (Andersen et al., 1990). Al final del almacenamiento, sin embargo, la oxidación lipídica 
tiende a aumentar en los lotes presurizados sin película. Este hecho confirma la hipótesis de que la 
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alta presión puede favorecer la liberación de los compuestos antioxidantes presentes en la película 
hacia el alimento. 
6.2.4.2.2 pH y NBVT 
El pH permaneció prácticamente constante en todos los lotes durante la conservación en re-
frigeración. 
Inicialmente, el tratamiento térmico redujo el Nitrógeno Básico Volátil Total (NBVT), a dife-
rencia de lo ocurrido tras el tratamiento con alta presión, con o sin película, que apenas mostraron 
diferencias. Este hecho se atribuye a la pérdida en la capacidad de retención de agua y consecuente 
aumento de exudado debido a la agregación proteica que tiene lugar durante el horneado. Los valo-
res de NBVT se incrementaron en todos los lotes durante la conservación, y el lote AP5 superó los 
valores máximos autorizados por la Unión Europea para el pescado fresco. El tratamiento combina-
do con película de gelatina-lignina y alta presión en salmón redujo eficazmente el incremento en 
compuestos básicos. Este hecho también se observó durante la conservación en refrigeración de 
sardina. 
6.2.4.2.3 Evaluación de crecimiento bacteriano  
El tratamiento de alta presión redujo la carga microbiana en todos los lotes, en algunos casos 
incluso por debajo del límite de detección (ej. Pseudomonas spp. y Enterobacteriaceae). La flora 
láctica se redujo en menor medida probablemente por la mayor resistencia de las bacterias Gram-
positivas a la presión. Durante la conservación se observó un incremento en el número de microor-
ganismos, y el comportamiento de los lotes fue distinto dependiendo de la temperatura de trata-
miento y del tipo de microorganismo. Así, las colonias luminiscentes (presuntos P. phosphoreum) y 
organismos productores de H2S disminuyeron durante el tratamiento de alta presión a 40 °C posi-
blemente por su carácter psicrotrofo. A diferencia de lo observado durante la conservación de la 
sardina, la presencia de película no mejora el efecto del tratamiento de alta presión en el salmón a 
las temperaturas ensayadas. 
El tratamiento térmico y la alta presión con película a 40 °C y 5 °C resultan tratamientos 
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7.1 Conclusiones 
PRIMERA. El lignosulfonato puede incorporarse en una proporción óptima de 80 % gelatina – 
20 % lignosulfonato para aumentar la resistencia al agua de películas de gelatina de peces de aguas 
frías, que son extremadamente solubles, y para mejorar sus propiedades de barrera a la luz con el 
mínimo perjuicio de sus propiedades mecánicas. Dichas películas, sin embargo, son menos resisten-
tes al agua que las de gelatina bovina independientemente del tipo de lignosulfonato. 
SEGUNDA. La utilización de gelatina de peces de aguas cálidas adicionada de lignina L1000, en 
una proporción de 85 % gelatina – 15 % lignina, origina una película de resistencia al agua compara-
ble a la de gelatina bovina y lignosulfonato, pero de mayor resistencia mecánica, mayor barrera a la 
luz y menor permeabilidad al vapor. 
TERCERA. A nivel estructural, tanto el lignosulfonato como la lignina actúan preferentemente 
a modo de relleno físico de la matriz de gelatina e interfieren, con mayor intensidad en el caso de la 
lignina, en la interacción entre las cadenas polipeptídicas, favoreciendo una mayor interacción de las 
mismas con las moléculas de agua. 
CUARTA. La capacidad antioxidante de la lignina L1000 es superior al doble de la de cualquier 
lignosulfonatos estudiados, pero también lo es su citotoxicidad. No obstante, ambos tipos de com-
puestos producen películas con alta capacidad antioxidante a concentraciones no citotóxicas, por lo 
que se estiman potencialmente aptas para uso alimentario, a pesar de no presentar actividad anti-
microbiana efectiva. 
QUINTA. El lignosulfonato dificulta la tendencia natural de la película de gelatina a sufrir pro-
cesos de agregación, razón por la cual las propiedades físicas y antioxidantes de las películas comple-
jas no se modifican sustancialmente al cabo de 28 días de conservación. 
SEXTA. El tratamiento combinado de alta presión (300 MPa – 5 ⁰C – 10 min) y recubrimiento 
con película de gelatina – lignosulfonato resulta más efectivo que el envasado a vacío para prevenir 
la oxidación lipídica y el deterioro microbiano del músculo de sardina durante la conservación en 
refrigeración. 
SÉPTIMA. El tratamiento combinado de alta presión (300 MPa – 5 ⁰C – 10 min) y recubrimien-
to con película de gelatina – lignina previene parcialmente la oxidación y agregación proteica del 
músculo de salmón y mantiene de forma más eficaz su color característico, en comparación con un 
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7.2 Conclusions 
FIRST. The lignosulphonate may be incorporated in an optimal ratio of 80% gelatin - 20% 
lignosulfonate to increase the water resistance of cold water fish gelatin films, which are extremely 
soluble, and to improve their light barrier properties with the minimum damage in their mechanical 
properties. Such films, however, were less water resistant than those developed from bovine gelatin, 
regardless of the lignosulphonate type. 
SECOND. The use of warm water fish gelatin and lignin L1000, added in a proportion of 85% 
gelatin - 15% lignin, led to a film with water resistance comparable to that made of bovine gelatin 
and lignosulphonate, but with higher strength and lower water vapor permeability. 
THIRD. Structurally, both lignin and lignosulphonate acted preferably as a physical filler in the 
gelatin matrix and interfered, with higher intensity in the case of lignin, in the self-aggregation of the 
polypeptide chains, favoring greater gelatin-water interactions.  
FOURTH. The antioxidant capacity of lignin L1000 was approximately 2.5 times higher than 
any lignosulphonate studied, but also was its cytotoxicity. However, both types of compounds pro-
duced films with high antioxidant capacity at non-cytotoxic concentrations, and therefore they were 
potentially suitable for food use, despite presenting no effective antimicrobial properties. 
FIFTH. The lignosulphonate hampers the natural tendency of the gelatin film to suffer aggre-
gation processes, which explained why the physical and antioxidants properties of the complex films 
did not change substantially after 28 days of storage. 
SIXTH. A combined treatment of high pressure (300 MPa - 5 ⁰C - 10 min) and covering with 
gelatin- lignosulphonate film was more effective than vacuum packaging to prevent lipid oxidation 
and microbial spoilage of sardine muscle during chilled storage. 
SEVENTH. A combined treatment of high pressure (300 MPa - 5 ⁰C - 10 min) and covering with 
gelatin-lignin film partially prevented protein aggregation and oxidation of salmon muscle, and main-
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